


3. Белки

3.1. Значение. Исторический аспект

Белки — высокомолекулярные соединения, полностью или большей частью
построенные из аминокислот и составляющие большую часть органических
веществ, содержащихся в живой клетке. Например, клетка кишечной палоч-
ки Escherichia coli содержит 3000 различных белков, а человеческий орга-
низм -1000000. Молекулы белков состоят из одной или нескольких поли-
пептидных цепей, организованных в характерную трехмерную структуру.
Индивидуальные белки имеют определенный химический состав. Их моле-
кулярные массы охватывают интервал от 6000 до более миллиона.

Обмен веществ, структура и функция каждой клетки в решающей степе-
ни определяются белками. Химические реакции в клетке, которые in vitro
протекали бы исключительно медленно, ускоряются особыми каталитиче-
скими белками, ферментами, в сотни тысяч раз. Само собой разумеется,
что при этом подвергается влиянию не состояние равновесия реакции, а
скорость его наступления. Другие белки выполняют внешние или внутрен-
ние защитные функции.

Структурные и каркасные белки — важные элементы защитных и сое-
динительных тканей; иммуноглобулины играют решающую роль в имму-
ной системе организма, фибриноген и тромбин действуют как факторы
свертывания крови. Особые белки принимают участие в построении мем-
бран и тем самым ответственны за отделение клетки от внешней среды и
разделение внутриклеточного пространства. Белки-переносчики осущест-
вляют, например, электронный перенос при дыхании и фотосинтезе, в дру-
гих случаях они транспортируют продукты обмена веществ. Кислород в
крови переносится гемоглобином, железо — трансферрином, медь — церу-
лоплаэмином и жирные кислоты — альбуминами плазмы. Резервные бел-
ки, такие, как альбумин яичного белка или казеин молока, образуют за-
пас аминокислот для растущего эмбриона. Ферритин — «кладовая» железа
в селезенке, глиадин (из пшеницы), цеин (из маиса) и туберин (из картофе-
ля) — известные растительные резервные белки. Сократительные белки ак-
тин и миозин действуют совместно в двигательном процессе мышечных
клеток (мышечное сокращение). Рецепторные белки, например сАМР-ре-
цепторный белок, способствуют специфическому связыванию активного
вещества в соответствующем месте. Белки с антивирусными свойствами,
интерфероны, образуются после первичной вирусной инфекции организма и
подавляют дальнейшее размножение вирусов. Часть растворимых глобу-
лярных белков служит для поддержания осмотического давления.
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Ряд белков относится к гормонам (разд. 2.3.1). Токсические белки, ток-
сины, образуются микроорганизмами, но распространены также в живот-
ном и растительном мире. Этот подбор вполне достаточен для того, что-
бы иметь первое представление о центральной роли класса веществ, назы-
ваемого белками.

Принцип построения белков определен генетическим материалом клет-
ки. Информация, содержащаяся в ДНК, определяет число и последователь-
ность аминокислот в образующейся в процессе биосинтеза полипептидной
цепи. После отделения от рибосомы спонтанно образуется структура, не-
обходимая для выполнения определенной биологической функций. Установ-
ление этой биологически активной белковой структуры необходимо для по-
нимания процессов жизнедеятельности, протекающих на молекулярном
уровне.

Наряду с жирами и углеводами белки — основная составная часть пищи челове-
ка. В индустриальных странах главным источником пищевых белков являются про-
дукты животного происхождения, в то время как в развивающихся странах в пище
преобладают биологически неполноценные растительные белки. Для удовлетворения
потребности постоянно растущего населения помимо увеличения производства жи-
вотных и растительных продуктов, выведения сортов зерновых с повышенным со-
держанием недостающих аминокислот и повышения ценности биологически непол-
ноценных растительных белков добавлением синтетических аминокислот все боль-
шее значение приобретает дальнейшее развитие микробиологических процессов полу-
чения белков одноклеточных микроорганизмов [10 — 15]. Микробиологические про-
цессы основаны на способности определенных микроорганизмов использовать в об-
мене веществ в качестве источника углерода такие вещества, как углеводороды неф-
ти, спирты или сырье, содержащее углеводы (крахмал, меласса, целлюлоза). Обзор
важнейших процессов дан в табл. 3-1.

Таблица 3-1. Микробиологическое производство белков одноклеточных [10]

Источник
углерода

к-Алканы
Этанол
Углеводы

Целлюлоза

Углекислый газ

Источник азота

Аммиак, соли аммония

Аммиак, соли аммония

Нитраты, мочевина

* Выход рассчитан как соотношение энергии

Микроорганизм

Дрожжи
Candida lipolytlca
Saccaramyces
Torula
Бактерии
Tricoderma viridis
Methylococcus
Melhylomonas
Водоросли
ChloKlla

Выход, кг про-
дукта/кг суб-
страта

1.0
0,66

0,5

0,5
1,0
0,5

0.01 1

света к энергии, содержащейся в биомассе.
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Рис. 3-1. Микробиологический процесс синтеза белка на основе ме-
танола.

Преимущества микробиологического процесса заключается в быстром получении
биомассы с высоким содержанием белков хорошего качества и в независимости про-
цесса производства от климата и времени года. Лишь белки водорослей более целе-
сообразно производить в местах с постоянной и интенсивной солнечной радиацией.

В настоящее время промышленные установки на основе метанола и нефти с про-
изводительностью до 100 000 т биомассы в год работают в СССР, Италии, Англии
и Японии [16]. В ГДР сооружена установка с производительностью 55 000 т/год
(производство фермозина), использующая в качестве сырья фракции дизельного топ-
лива.

На рис. 3-1 приведена схема микробиологического процесса на основе метанола.
Белки микробного происхождения в настоящее время применяются вместо сои и

рыбной муки прежде всего как корм в животноводстве (при выкармливании птицы,
свиней, для подкормки рыбы), причем текстура, окраска и вкус таких кормов могут
меняться в соответствии с привычками животных. Для непосредственного питания
человека белки микробного происхождения пока еще не применяются. Состав био-
масс, полученных в различных процессах, приведен в табл. 3-2.

Применяемая до сих пор лишь в незначительном объеме целлюлоза в будущем
станет основным сырьем для микробиологического синтеза белка. Подходящие для
этого бактериальные штаммы изучаются. Оптимизацией условий ферментации
(марганец в качестве микроэлемента) была достигнута степень превращения до 60%.
Из 1 кг соломы получают, например, 250 — 300 г биомассы.

Прямое использование зеленой массы растений, особенно белков, содержащихся
в зеленых листьях, является дальнейшей возможностью для устранения нехватки
белков. В листьях белки составляют - 3 0 % сухой массы и могут быть экстрагирова-
ны с 50 — 60%-ным выходом. Животные, поедая листья, используют белки лишь
на - 1 8 % . По биологической ценности белки листьев сравнимы с белками соевых
боьов.

Еще в 1784 г. было высказано мнение, что белки образуют самостоя-
тельный класс веществ. Дальнейшее уточнение понятия приписывают Мал-
деру, предложившему называть белки (1839 г.) протеинами (от греческого
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Таблица 3-2. Состав биомассы различных микробиологических продуцентов белка
[10]

Компоненты
биомассы

Суммарный белок
Жиры
Нуклеиновые кислоты
Минеральные вещества
Аминокислоты
Вода

Дрож-
жи (ал-
кано-

вые)

60
9
5
6

54
4,5

Состав биомассы, Щ

Метанольные
бактерии

фирма
ICI

89
9,5

15
9,5

65
2,8

фирма
Hoechst

91
0,5
1
3,5

102
4,0

Грибы

31,7
4,9

2

13,5

Водо-
росли

72,6
7,3

4,7

3,6

Соевая
мука

45
1,8

6
40
12

Сухое
молоко

34
1

8

5

protos — первый, первичный). (Сам термин «протеины» был введен еще
Берцелиусом.) После первых попыток Кюна установить строение белков
ферментативными методами Косселю на рубеже XX века удалось выде-
лить целый ряд белковых веществ. Примерно в то же время Хофмайстер и
Фишер установили принцип химического построения белков, затем под-
твержденный последним с помощью целенаправленного химического синте-
за [17 — 19].

Первым белком, полученным в кристаллическом состоянии, стал яич-
ный альбумин. В 1925 г. Абель осуществил кристаллизацию инсулина, а 10
годами позднее Зумнер описал кристаллизацию уреазы. Вирус табачной
мозаики получен в кристаллическом состоянии в 193S г.

В период между 1925 — 1930 гг. Сведберг с помощью ультрацентрифу-
гирования произвел определение молекулярных масс различных белков.
Одновременно применение других аналитических методов, как, например,
электрофореза и различных видов хроматографии, привело к развитию
аналитической белковой химии. В 1951 — 1956 гг. Сенгер [20, 21] установил
аминокислотную последовательность инсулина. Использованные при этом
методы легли в основу систематического определения первичной структу-
ры многих белков. Созданный Эдманом в 1966 г. секвенатор и применение
масс-спектрометрии в сочетании с ЭВМ как средством регистрации, обра-
ботки и оценки масс-спектрометрических данных привели к тому, что к на-
стоящему времени опубликовано более 15 000 работ, посвященных опреде-
лению аминокислотных последовательностей, и установлены первичные
структуры более чем для 1000 белков.

После 1945 г. началось систематическое исследование пространственной
структуры белков. Основываясь на работах по белковым конформациям
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Полинга и Кори, Кендрю и Перутц с помощью рентгеноструктурного ана-
лиза монокристаллов установили пространственные структуры миоглобина
и гемоглобина, продемонстрировав этим возможность, основываясь на по-
лученных in vitro структурных данных, делать выводы о механизме биоло-
гической активности белков in vivo. На примере первой установленной про-
странственной структуры фермента лизоцима описаны на молекулярном
уровне процессы связывания и расщепления субстрата.

В 1969 г. Меррифилд сделал попытку осуществить химический синтез
фермента рибонуклеазы.

3.2. Классификация белков

Из множества белков, существующих в живых организмах, первичные
структуры в настоящее время известны лишь для некоторых. Пока не
представляется возможным систематически классифицировать белки по
структурно-функциональным параметрам. Используются различные прин-
ципы классификации, часто перекрещивающиеся и во многих отношениях
несовершенные.

Взяв за основу происхождение организма, различают растительные, жи-
вотные, вирусные и бактериальные белки, в то же время учитывая органы
и клеточные органеллы — белки плазмы, мышечные белки, белки молока,
яиц, рибосомные белки, белки клеточного ядра, микросом и мембран.

По общим биологическим функциям можно подразделить белки на фер-
менты, структурные, транспортные, резервные и рецепторные белки.

На различии в растворимости и строении молекулы основано подразде-
ление белков на глобулярные и фибриллярные.

Глобулярные белки растворимы в воде и разбавленных солевых раство-
рах и обладают шарообразной формой молекулы (эллипсоид вращения).
Компактная структура возникает при определенном сворачивании полвпеп-
тидной цепи; в основе такой структуры, по существу, лежит гидрофобное
взаимодействие неполярных боковых цепей аминокислот. Помимо этого во
взаимодействии отдельных участков цепи играют роль водородные связи и
в некоторой степени ионные связи. Хорошая растворимость глобулярных
белков объясняется локализацией на поверхности глобулы заряженных
аминокислотных остатков, которые, окружая себя гидратной оболочкой,
обеспечивают хороший контакт с растворителем. К глобулярным белкам
относятся все ферменты и, за исключением структурных, большинство
других биологически активных белков.

Со времени зарождения белковой химии принято деление глобулярных
белков на альбумины, глобулины, гистоны, про л амины, протамины, глу-
телины. Оно основано на более или менее выраженных различиях в раство-
римости, распределении зарядов и аминокислотном составе отдельных бел-
ков.

Альбумины хорошо кристаллизуются, растворимы в воде в интервале
рН 4 — 8,5, осаждаются 70 — 100%-ным (от насыщения) раствором сульфа-
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та аммония. Широко распространенные полифункциональные глобулины
более высокомолекулярны, чем альбумины, труднее растворимы в воде с
типичным минимумом растворимости в изоэлектрической точке, раствори-
мы в солевых растворах и чаще всего содержат углеводную часть.

Гистоны — низкомолекулярные основные, из-за высокого содержания
лизина и аргинина, белки. Растворимы в воде и кислотах, как, впрочем, и
сильноосновные протамины, содержащие до 85% аргинина. Гистоны и про-
тамины образуют устойчивые ассоциаты с нуклеиновыми кислотами и вы-
ступают в качестве регуляторных и репрессорных белков (нук-
леопротеины).

Признаком проламшов является высокое содержание глутаминовой
кислоты (30 — 45%) и пролина (15%). Они нерастворимы в воде, но рас-
творяются в 50 — 90%-ном этаноле. Вместе с содержащими глутаминовую
кислоту (до 45%) глутелинами они чаще всего встречаются в белках зерна.

Фибриллярные белки практически нерастворимы в воде н солевых рас-
творах, обладают волокнистой структурой. Полипептидные цепи, располо-
женные параллельно одна другой в форме длинных волокон, образуют
структурные элементы соединительных тканей. Важнейшие представители
этой группы структурных белков — коллагены, кератины и эластины
(разд. 3.8.3).

От обычных белков, состоящих исключительно из протеиногенных ами-
нокислот, следует отличать сложные белки, называемые также конъюгиро-
ванными белками или протеидами. Это вещества, содержащие помимо
белковой части небелковый органический или неорганический компонент,
необходимый для функционирования, могущий быть связанным с полипеп-
тидной цепью ковалентно, гетерополярно или координационно и вместе с
аминокислотами присутствующий в гидролизате. Важнейшие представите-
ли сложных белков: гликопротеины (простетическая группа — нейтраль-
ные сахара (галактоза, манноза, фукоза), аминосахара (N-ацетилглюкоза-
мин, N-ацетилгалактозамин) или кислые производные моносахаридов (уро-
новые или сиаловые кислоты)), липопротеины, содержащие триглицериды,
фосфолипиды и холестерин, металлопротеины с ионом металла, связан-
ным ионной или координационной связью, фосфопротеины, связанные
эфирной связью через остаток серина или треонина с фосфорной кислотой,
нуклеопротеины, ассоциирующиеся с нуклеиновыми кислотами в рибосо-
мах или вирусах, а также хромопротеины, содержащие в качестве просте-
тической группы окрашенный компонент. Обзор структур важнейших бел-
ков см. в разд. 3.8.

3.3. Выделение и очистка [22—25]
Выделение нерастворимых фибриллярных белков не сопряжено с особыми
трудностями, в то же время очистка индивидуальных глобулярных белков
из животных или растительных тканей, бактериальных культур и клеточ-
ных суспензий сильно затруднена одновременным присутствием в растворе
многих других белков, углеводов, нуклеиновых кислот, липидов и других
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биомолекул. К этому добавляется чувствительность белка к протеолитиче-
ским ферментам, влияние температуры и других факторов, вызывающих
денатурацию. Лишь в исключительных случаях, например при выделении
гемоглобина из эритроцитов, казеина из молока или альбумина из яичного
белка, белковая часть превосходит в количественном отношении остальные
компоненты настолько, что уже обычное осаждение приводит к относи-
тельно чистому продукту. В других случаях требуются сложные многоста-
дийные операции очистки, которые на каждой стадии необходимо контро-
лировать с помощью аналитических или биологических тестов.

На первой стадии разрушают биологический материал. Обычно начина-
ют с разрезания и затем механического размельчения в гомогенизаторе.
Для разрыва клеточных стенок используются различные методы: обработ-
ка ультразвуком, встряхивание со стеклянными шариками, растирание за-
мороженного материала в ступке, осмотический шок, осмотический лизис
дистиллированной водой, обработка поверхностно-активными веществами
или воздействие протеазами. Нежелательные составные части клеток мо-
гут быть отделены центрифугированием, нуклеиновые кислоты отделяют
осаждением протаминсульфатом, углеводы — электрофорезом, липиды —
низкотемпературной экстракцией органическими растворителями.

При выделении желаемого белка обычно сначала экстракцией водой или
разбавленным солевым раствором получают обогащенную белковую фрак-
цию. Собственно, процесс разделения может основываться на различной (в
определенных условиях) растворимости, различном размере, различном
электрическом заряде или различных адсорбционных свойствах молекул
белков, а также на различной биологической активности. К выделению ин-
дивидуального белка может привести также взаимодействие с комплексо-
образующими веществами, например альбуминами, альгинатами, пектина-
ми [26].

Разработанные к настоящему времени методы разделения исключитель-
но эффективны, однако лишь их комбинированное применение приводит к
получению белков, удовлетворяющих необходимым критериям чистоты.

Разделение не основе различной растворимости относится к наиболее старым
методам выделения и очистки белков. При изоэлектрическом осаждении разделение
достигается благодаря минимальной растворимости глобулярного белка в иэоэлект-
рической точке (ИЭТ). Следует обратить внимание, что ИЭТ белков помимо проче-
го зависит от ионной силы раствора. ИЭТ некоторых белков приведены в табл. 3-6.

Для разделения белков на фракции можно использовать метод высаливания
NaCl, KC1, NH4C1 и особенно (NH4)2SO4; последний предпочтителен, так как созда-
ет высокую ионную силу раствора и очень хорошо растворим в воде (при
0°С 709,6 г/л). Растворимость отдельных белков помимо прочего зависит от их за-
ряда. Механизм высаливающего действия солей при осаждении белка рассмотрен в
разд. 3.5.2.

Разделение белковой смеси возможно при добавлении смешивающихся с водой
органических растворителей, таких, как этанол или ацетон (фракционирование рас-
творителем), что ведет к снижению, диэлектрической проницаемости системы. В ре-
зультате снижаются гидратация и растворимость белка и при достаточно высокой
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Таблица 3-3. Важнейшие методы разделения белков

Метод Свойство, положенное в
основу метода

Осаждение (изоэлектрическое осаждение, осажде- Различная растворимость
ние растворителем, осаждение солями)

Противоточное распределение То же
Распределительная хроматография " "
Диализ и ультрафильтрация Различный размер мо-

лекул
Центрифугирование Размер и форма молекул;

плотность белковой массы
Гель-хроматография (гель-фильтрация, гель- Размер и форма молекул

проникающая хроматография)
Электрофорез (электрофорез без носителя, Различный заряд частиц

электрофорез на носителе: гель-электрофорез,
диск-электрофорез, изоэлектрическое фокусирова-
ние, изотахоэлектрофорез, иммуноэлектрофорез")

Ионообменная хроматография То же
Аффинная хроматография Биоселективное взаимодей-

ствие белок—лиганд

' Наряду с зарядом используется различная биоспецифичность.

концентрации органического растворителя происходит осаждение белковой фракции.
При низких температурах (0 — 10° С) фракционирование растворителем, как и осаж-
дение высаливанием, протекает без денатурации. Применение органических раство-
рителей для осаждения белков имеет преимущество, так как после осаждения белков
нет необходимости избавляться от солей. Фракционирование растворителем было
разработано [27, 28] специально для разделения белков плазмы, но позднее примене-
но в процессах разделения других белков. На рис. 3-2 приведена схема разделения
белков плазмы с использованием изменения рН и концентрации органического рас-
творителя (фракционирование по концентрации).

Другим методом очистки белков, основанным на различии в растворимости, яв-
ляется противоточное распределение по Крейгу [29, 30]. Сегодня оно осуществляет-
ся с помощью полностью автоматических установок, позволяющих проводить рас-
пределение разделяемых компонентов при многих тысячах ступеней переноса. Со-
стояние равновесия при каждом распределении между двумя фазами описывается за-
коном распределения Нернста. При разделении двух веществ эффект разделения бу-
дет тем выше, чем больше фактор переноса /S, равный соотношению коэффициентов
распределения К1 и К2.

Противоточное распределение зарекомендовало себя при очистке пептидных ве-
ществ и промежуточных продуктов синтеза пептидов. Наиболее часто применяют
следующие системы растворителей: бутанол — уксусная кислота, трихлоруксусная
кислота — толуолсульфокислота, хлороформ — бензол — метанол — фенол — вода
и многие другие комбинации. Сложнее подобрать систему для разделения белков из-
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альбумины (рН 4,8; 40%)

'остаточные глобулины
(рН 5,8; 40%)

+ у- глобулин
6,9; 25%)

липолротеины
(рН 5,2; 18%)

i I

фибриноген
(рН 7 , 2 ; 8%)

4 5 6 7

Рис. 3-2. Фракции плазмы [27, 28].

РН

за их малой растворимости в органических растворителях и опасности денатуриро-
вания. Крейг и Хаусман {31] провели разделение рибонуклеазы и лизоцима в системе
этанол — вода — сульфат аммония (3746 и 3420 соответственно ступеней переноса)
при полном сохранении биологической активности. В той же лаборатории гомоген-
ный (по данным ультрацентрифугирования) сывороточный альбумин (М 68 000) в
системе бутанол — трихлоруксусная — уксусная кислота — этанол в присутствии
стабилизатора при 401 ступени распределения был разделен на 4 фракции (рис. 3-3).
Чистый альбумин характеризуется коэффициентом распределения К - 0,857. Для

1.2

1.0

0,8

I

0.6

0.2

-

-

-

-

————

#1
11

1

й
гу—

1*

3а
ж

с
}ч4к

R

U,
(Т

,1W
g
i
1
\К,

0 0

• — •

•——а

д—л

1
2

э
4
5

7

Я
.9

ti

ж

40 80 1 2 0 1 6 0 2 0 0 2 4 0 2 8 0 3 2 0 3 6 0

Номер фракции

Рис. 3-3. Фракции сывороточного белка [31].
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противоточного распределения высокомолекулярных белков предложено использо-
вать растворы, содержащие полимеры, такие, как полиэтиленгликоль и полипропи-
ленгликоль с декстраном, и образующие с водой двухфазную систему. Однако
этом случае время расслоения очень велико и, кроме того, отделение белка от поли-
меров, содержащихся в растворе, сопряжено с существенными трудностями.

Важнейшие методы разделения белков, основанные на различии молекул по раз-
меру, — это диализ, ультрафильтрация, центрифугирование и гель-хроматография.
С помощью диализа и ультрафильтрации [32] отделяют преимущественно низкомо-
лекулярные компоненты от белков. При проведении диализа полупроницаемая мем-
брана (размер пор 3 — 1 0 0 им) беспрепятственно пропускает воду, небольшие ионы
и молекулы, в то время как крупные молекулы белков задерживаются. Движущей
силой процесса разделения является перепад концентраций между раствором и рас-
творителем на мембране. При ультрафильтрации процесс разделения ускоряется пу-
тем приложения повышенного давления (0,5 — 10 бар). В качестве мембран чаще
всего применяются синтетические материалы на основе производных целлюлозы и
полиамида, делающие возможным при различных размерах пор (1 — 10 им) разде-
ление пептидов, пептидных производных и белков.

ХЬри'ультрацентрифугировании для разделения используется седиментация, зави-
сящая от размера, плотности и формы молекулы белка. Центрифугирование в гра-
диенте плотности (зональное центрифугирование) часто применяется для разделе-
ния белков, а также для разделения органелл и вирусов. Одной из характеристик
белка служат данные седиментапиониого анализа в ультрацентрифуге (разд. 3.5.4).
Положение возникающих белковых зон можно наблюдать с помощью оптических
методов.

Гель-хроматографией [33 — 37] (при работе в водной фазе — гель-фильтрацией)
называется молекулярно-ситовой процесс, близкий к хроматографическим методам
разделения, при котором неподвижной (стационарной) фазой является, как правило,
трехмерная структура полисахаридного .или акриламидного геля. В зависимости от
степени сшивки и размера пор геля, находящегося в набухшем состоянии, молекулы
белка движутся через колонку с разной скоростью. При использовании геля с опре-
деленной степенью сшивки и размером пор скорость движения зависит от размера и
формы молекул. Более крупные молекулы движутся в основном в пространстве
между частичками геля и выходят из колонки первыми, мелкие молекулы проника-
ют в поры геля и вследствие этого движутся значительно медленнее. Варьируя раз-
меры пор, можно фракционировать белки с молекулярными массами от нескольких
сотен до многих миллионов. В развитии гель-хроматографии, считающейся сегодня
важнейшим и эффективнейшим методом разделения белков, особенно большую роль
сыграла шведская фирма AB-Farmacia. С 19519 г. она поставляет на рынок декстра-
иовый гель сефадекс, получаемый из сшитого эпихлоргидрином декстрана с
М 30 000 — 50 000. Декетран, высокомолекулярный глюкан с преимущественно
а-1,6-гликозидными связями, получают из сахарозы микробиологическим способом.

Рис. 3-4. Изучение седиментации методом ультрацентрифугирования
(шлирен-оптика).
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Таблица 3-4. Гели для гель-хроматографии

Тип геля

Декстрано-
вый гель

Агарозный
гель

Полиакрил-
амидный гель

Полиакрил-
амидагарозный
гель

Полиакрило-
илморфолино-
вый гель

Торговое название

Сефадекс (от G-10 до
G-200)

LH-20/LH-60
Молселект (от G-10 до

G-200)
Сефароза (от 6В до 2В)

Биогель (от А-0,5 до
А-150)

Биогель (от Р-2 до
Р-300)

Акрилекс (от Р-2 до
Р-300)

Ультрагель (от АсА 54
до АсА 22)

Энзакрил (от КО до К10)

Рабочий диапазон
мол. масс

700—600 000

4 000/10 000
700-600 000

4 000 000-40 000 000

500 000—150 000 000

2 500—400 000

2000-300 000

70 000—600 000

1000—2 000 000

Фирма

Pharmacia

Reanal

Pharmacia

Bio-Rad

»

Reanal

LKB

Koch-Light

В дополнение к полисахаридным гелям фирмой Bio-Rad (США) предлагаются биоге-
ли на полиакриламидной основе (табл. 3-4). Введение в практику макропористых по-
листирольных смол, ненабухающих пористых стеклянных шариков и иммобилиза-
ция гидрофобных радикалов на декстрановой матрице сделали возможным гель-
хроматографическое фракционирование в среде органических растворителей. Алки-
лированные декстраны (типа сефадекс-LH) находят широкое применение в синтети-
ческой пептидной химии [38].

Другими важными методами разделения и очистки белков являются электрофо-
рез и ионообменная хроматография. Оба метода основаны на различных свойствах
частиц, несущих неодинаковый заряд. Величина и знак заряда для каждого белка ха-
рактеризуются числом ионизируемых боковых групп аминокислотных остатков и,
как в случае аминокислот (разд. 1.4.2), могут быть установлены из кривой титрова-
ния. Выше ИЭТ находится зона рН с отрицательным, а ниже ИЭТ — зона рК с из-
быточным положительным зарядом молекулы.

При электрофорезе заряженные частички под влиянием электрического поля дви-
жутся с различной, зависящей от отношения заряда к массе скоростью к аноду или
катоду и таким образом могут быть отделены друг от друга. Различают электрофо-
рез без носителя, при котором белковые молекулы движутся непосредственно в по-
токе буфера, и электрофорез с носителем (зонный электрофорез), при котором в ка-
честве носителя используют различные материалы.

Классический электрофорез без носителя осуществляют в U-образной ячейке, в
которой на буферный раствор, содержащий белок, наслаивается чистый буферный
раствор. Выбором подходящего рН достигают одинакового знака заряда белков, ко-
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торые затем в виде, например, анионов движутся к положительному электроду и
проникают в зону буферного раствора. Здесь они могут быть локализованы оптиче>
скими методами (по различию в показателях преломления) в виде так называемых
«извилистых узоров».

Высокое разрешение и высокая производительность достигаются в современном
электрофорезе без носителя, в котором электрическое поле приложено к текущему
между двумя охлаждаемыми пластинами буферному раствору. Под действием поля
белки отклоняются от направления потока буфера на определенный угол.

При наиболее продуктивном в аналитической химии белка электрофорезе с носи-
телем в качестве носителя для потока буферного раствора используют целлюлозы,
гели и пленки. Работают с напряженностью поля 6 — 1 0 В/см (низковольтный элек-
трофорез) и при охлаждении с напряженностью до 100 В/см (высоковольтный элек-
трофорез).

Гель-электрофорез проводится в агарозном или полиакриламидном геле. Это ис-
ключительно гибкий метод разделения; варьируя структуру геля и состав буферного
раствора, можно проводить разделение на основе различия в молекулярных массах,
изоэлектрических точках и биоспецифическом сродстве. Особенно высокого разреше-
ния достигают при гель-электрофорезе в полиакриламиде [39], так как здесь допол-
няют друг друга электрофорез и молекулярно-ситовой эффект. Сыворотка, напри-
мер, расщепляется на 20 полос, в то время как при электрофорезе в агарозе появля-
ется лишь 5 полос.

Еще лучшее разделение дает диск-электрофорез [40, 41], при котором использу-
ют дискретную (прерывающуюся) разделительную систему из различных буферных
растворов и работают с акриламидными гелями, имеющими различные размеры
пор. Несколько (минимум два) слоев геля с различными рН наслаивают один на
другой, благодаря чему процессу разделения предшествует концентрирование компо-
нентов и в результате получаются очень узкие полосы белков.

Изоэлектрическое фокусирование [42 — 45] в линейном градиенте рН позволяет
разделить белки, характеризующиеся различными изоэлектрическими точками. Для
создания градиента используют носители с цвиттер-ионными свойствами — алифа-
тические полиаминополикарбоновые кислоты, имеющие М 200 — 700. При движе-
нии в градиенте рН суммарный заряд белка постоянно меняется, и в области рН,
близких к иэоэлектрической точке, становится равным нулю. Соответствующий бе-
лок «фокусируется», образуя узкую зону. При препаративном «фокусировании» в
колонке стабилизация градиента рН осуществляется с помощью градиента плотно-
сти используемого буферного раствора, однако чаще работают с плоскими слоями
полиакриламидного или гранулированного геля. Опубликовано краткое сообщение о
непрерывном электрофокусировании без носителя [46]. Эффективность электрофоку-
сирования высока. Так, возможно, например, разделить белки, различающиеся по
ИЭТ лишь на 0,01 единицы рН. При разделении сыворотки образуется более 40 бел-
ковых полос.

При изотахофорезе (iso — равный, tacho — скорость) [47, 48], также обладаю-
щем высокой разрешающей способностью, разделяемую белковую смесь вводят в
специальный электролит, содержащий ионы с более высокой подвижностью (лиди-
рующие) и ионы с меньшей подвижностью (терминирующие), чем подвижность
ионов белка при равных скоростях перемещения. При добавлении специфических
промежуточных ионов, «поддерживающих интервал», разделяются белки с очень
близкими подвижностями. Препаративное разделение белков проводят большей час-
тью в колонках с полиакриламидным гелем при применении амфолитов в качестве
буферных и «поддерживающих интервал» веществ, причем разделенные компоненты
элюируются из колонки с помощью подходящей системы.
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Рис.-3-5. Принцип иммуноэлектрофореза (по Рапопорту).
1 — слой агара; 2 — электрофоретически разделяемая сыворотка
(смесь антигенов); 3 — антисыворотка (смесь антител). А — серологи-
чески однородная электрофоретическая фракция (а — полоса преципи-
тации к А); Б — электрофоретическая фракция, серологически состоя-
щая из двух компонентов (ах и а 2 — полосы преципитации к Б).

В случае иммуноэлектрофореза [49 — 51] принцип электрофореза сочетается с
биоспецифической аффинностью белка (рис. 3-4). Белки-антигены сначала разделя-
ются гель-электрофоретически. При встрече с днффундированными внутрь геля ан-
тителами происходит образование комплексов антиген — антитело, наблюдаемых в
виде серповидных полос преципитации. Иммуноэлектрофорез имеет особое значение
в медицинской диагностике (разделение и идентификация сывороточных белков и
др.). Рис. 3-6 поясняет эффективность этого метода по сравнению с другими видами
электрофореза.

При разделении белков ионообменной хроматографией [52] применяют прежде
всего ионообменные смолы на полисахаридной основе, например аниониты DEAE-
целлюлозу (диэтиламинозтилцеллюлоэу) или DEAE-сефадекс и катиониты КМ-цел-
люлозу (карбоксиметилцеллюлозу) или КМ-сефадекс, в которых функциональные
ионообменные группы связаны с гидроксильными группами моносахаридных остат-
ков. Гидрофильная основа ионообменников не приводит к денатурации белков. Бел-
ки, в кислой среде в виде катионов и в щелочной среде в виде анионов, связываются
с соответствующим ионообменником, а затем элюируются буферным раствором с
возрастающей ионной силой (концентрационный градиент) или с изменяющимся рН
(градиент рН). При концентрационном градиенте ионизованные белки разделяются
в результате взаимодействия с ионами соли, в случае градиента рН разделение вы-
звано изменением электрических зарядов белков. Ионообменная хроматография
предложена в 19S6 г. Петерсоном и Собером. На рис. 3-7 приведена диаграмма элю-
врования смеси различных гемоглобинов.

На биоселективном взаимодействии с лигандами, фиксированными на носителе,
основано разделение белков с помощью аффинной хроматографии [ 5 4 — 61]. Ли-
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Рис. 3-6. Электрофоретическое разделение белков плазмы человека пя-
тью различными методами при рН 8. а — электрофорез без носителя;
б — электрофорез на бумаге; в — электрофорез в крахмальном геле;
г — электрофорез в полиакрвламидном геле; д — вммуноэлектрофорез
(полосы преципитации к поливалентной антисыворотке человека).
Стрелки показывают положение отдельных белков плазмы.
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Рис. 3-7. Диаграмма элюирования при разделении различных гемогло-
бинов (F, А, Аз, S и Q на КМ-сефадексе С-50.

ганд, обычно низкомолекулярный (конкурентный ингибитор, кофермент, модифици-
рованный субстрат, специфический антиген), ковалентно (сложноэфирная или амид-
ная связь) связывается с инертным нерастворимым носителем путем аэосочетания, с
помощью бромциана или бифункциональных реагентов. При реакции с комплемен-
тарным белком образуется устойчивый комплекс белок — лиганд, из которого бе-
лок может быть освобожден селективно изменением рН или ионной силы. Взаимо-
действие белка с лигандом облегчается встраиванием между лигандом и матрицей
гибкой «ножки». В качестве матрицы применяются агароза, пористое стекло, цел-
люлоза, сшитые декстраны и др*

Пористое стекло (диаметр пор S — 250 нм), как и наиболее широко применяемые
носители на основе агарозы, отличается низкой неспецифической сорбцией и высо-
кой емкостью. Аффинная хроматография нашла широкое применение при разделе-
нии ферментов, полипептидных и белковых гормонов, антител, антигенов, а также
транспортных и рецепторных белков.

Белки, полученные с помощью различных методов разделения и очистки, счита-
ются чистыми, если их гомогенность доказывается появлением только одной белко-
вой полосы, например, при диск-электрофорезе или характерной диффузионной кон-
стантой или константой седиментации при ультрацентрифугировании.

Другой тест на чистоту вытекает из диаграммы растворимости; в случае гомо-
генного белка вплоть до достижения точки насыщения количество добавленного и
количество растворившегося белка связаны линейной зависимостью: Критериями
чистоты также служат аминокислотный состав, иэозлектрическая точка, а также в
некоторой степени кристаллизуемость. В случае биологически активных белков, на-
пример, ферментов, .вывод о чистоте может быть сделан из критериев активности
(субстратная специфичность, оптимальные рН и температура, кинетические экспери-
менты).

•В последнее время широкое применение в качестве матрицы для аффинных со-
рбентов находит жесткий макропористый гидрофильный сополимер 2-гидроксиэтил-
метакрилата и этиленглихольдиметакрилата (сферой) [Туркова Я. Аффинная хрома-
тография. — М.: Мир, 1980]. — Прим. перев.
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3.4. Обнаружение и количественное определение

Для качественного определения белков известны различные, не всегда спе-
цифичные, классические цветные реакции, основанные часто на присутст-
вии определенных аминокислотных остатков (табл. 3-5). С этой целью
можно использовать также денатурацию при осаждении белков путем до-
бавления трихлоруксусной, пикриновой, хлорной или фосфорно-
вольфрамовой кислот, солей тяжелых металлов (Си, Pb, Zn, Fe и др.) и пу-
тем нагревания в изоэлектрической точке.

Для количественного определения может быть использована биурето-
вая реакция, хотя в случае пептидов также наблюдается положительный
результат. Реакция основана на образовании фиолетового медного ком-
плекса, интенсивность окраски которого (540 — 560 нм) может быть изме-
рена колориметрически. Гораздо более высокую чувствительность имеет
метод Лаури [62], в котором при участии остатков Тгр, Туг и Cys образует-
ся комплекс белка с фосфомолибденовой кислотой и медью. Это наиболее
часто применяемый колориметрический метод определения малых коли-
честв белка. Образующийся голубой комплекс (максимум абсорбции при
750 нм) достаточно устойчив для количественного определения. В.качестве
стандартного белка служит сывороточный альбумин. Предел обнаружива-
ния 5 — 10 мкг/мгл раствора. Определению по методу Лаури мешают трис-

Таблица 3-5. Цветные реакции, применяемые для качественного определения белков

Реакция Условия проведения Реагиру- Окраска
ющий учас-
тог белка

Биурето- Смешивают сильнощелочной
вая раствор пробы с раствором

сульфата меди(II)
Миллона Нагревают раствор пробы с

Hg(NOj)2 и конц. H2SO4

Паули Смешивают щелочной раст-
вор пробы с диазобензолсульфо-
кислотой

Хопкиис- Смешивают пробу с глиокси-
Коле ловой кислотой и под слой вво-

дят конц. H 2SO 4

Сакагучи Смешивают пробу с раство-
рами а-нафтола и гипобромита

Фолина Смешивают пробу с 1,2-наф-
тахинон-4-сульфоновой кислотой

Ксанто- Смешивают пробу с конц.
протеиновая HNO,

Пеп-
тидная
связь

Туг

Туг,
His

Тгр

Arg

Туг,
Тгр
Туг,
Phe

Пурпурно-фиоле-
товая

Красно-коричне-
вый осадок

Красная

Фиолетовое
кольцо

Красная

Желтая (после до-
бавления щелочи
оранжевая)
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буферы, гуанидин- и тиолсодержашие соединения. Эти факторы не оказы-
вают влияния на результаты при определении белка по Бредфорду [63].
Метод основан на изменении окраски специфического красителя в зависи-
мости от концентрации белка. При классическом количественном определе-
ны по Кьельдалю аналитическая проба разрушается при кипячении с кон-
центрированной серной кислоте в присутствии катализатора, причем орга-
нически связанный азот образует эквивалентное количество сульфата аммо-
ния. Выделяющийся при добавлении щелочи аммиак поглощается раство-
ром борной кислоты и определяется титрованием 0,01 н. H 2 SO 4 .

Возможно прямое определение белка путем измерения оптической
плотности (поглощения) при 280 нм, основанное на присутствии в белке
остатков тирозина и триптофана. Зная удельный коэффициент экстинкции
е (оптическая плотность 1%-ного раствора белка при 280 нм и длине опти-
ческого пути 1 см), можно, исходя из измеренной экстинкции раствора бел-
ка неизвестной концентрации, установить содержание белка (в мг/1 мл).

С помощью других физико-химических методов (рефрактометрия, изме-
рение плотности, измерение светорассеяния с помощью нефелометра) мож-
но также определить содержание белка с большей или меньшей точностью
и специфичностью.

3.5. Физико-химические свойства [5, 64, 65]

3.5.1. Цвиттер-ионная природа белковой молекулы

Амфолитная природа белка базируется на количестве кислых и основных
групп в боковых цепях и их распределении, так как в общем случае конце-
вые амино- и карбоксильные группы вносят очень малый вклад в суммар-
ный заряд молекулы.

В зависимости от рН раствора молекулы белка несут положительный (в
кислой области) или отрицательный (в щелочной области) избыточный за-
ряд, причем в обоих случаях гидратация и растворимость возрастают. Не-
зависимо от знака заряда решающий фактор, определяющий гидратацию,
— разность- между суммами положительных и отрицательных зарядов на
молекуле белка.

В изоэлектрической точке белковая молекула представляет собой
цвиттер-ион, т. е. положительные и отрицательные заряды в молекуле вза-
имно уравновешиваются и суммарный заряд молекулы равен нулю; рас-
творимость и гидратация минимальны, отсутствует движение в электриче-
ском поле. Изоэлектрическая точка может быть определена из кривой тит-
рования, отражающей суммарное состояние ионизации молекулы. В случае
глобулярных белков ионизируемые группы преимущественно локализова-
ны на поверхности молекулы. Группы, находящиеся внутри или принимаю-
щие участие в образовании водородных связей, могут быть зарегистриро-
ваны титрованием после денатурации. Кроме того, изоэлектрическая точка
может быть установлена путем определения минимума растворимости в
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различных буферных растворах, электрофорезом при различных рН или
электрофокусированием в градиенте рН, образованном амфолитами. У
белков, содержащих много основных аминокислот, изоэлектрические точки
находятся в щелочной, а у богатых аминодикарбоновыми кислотами
белков — в кислой области рН. В табл. 3-6 приведены изоэлектрические
точки некоторых белков.

Таблица 3-6. Изоэлектрические точки некоторых белков

Белок Изоэлек-
тричесхая

Пепсин 1,0
Яичный альбумин 4,59
Сывороточный альбумин 4,8
Коллаген 6,7
/З-Лактоглобулин 5,2
а,-Глобулин (человека) 5,8
а2-Глобулив (человека) 7,3
Гемоглобин (человека) 7,07
Гемоглобин (лошади) 6,92
Миоглобин 7,0
Цитохром с 10,6
Уреаза 5,0
Химотрипсиноген 9,5
Рибонуклеаза 9,6
Лизоцим 11,6
Протамин 11.8

Изоэлектрическая точка зависит от ионной силы и вида применяемого
буфера, так как нейтральные соли оказывают влияние на степень иониза-
ции ионогенных групп боковых цепей.

белок — катион ** белок — цвиттер-ион ** белок — аннон

На этих равновесиях основано физиологически важное буферное действие
белков. Гемоглобин, например, играет важную роль в стабилизации рН
крови. Нормальное значение рН крови лежит между 7,35 и 7,40, изменение
этой величины на 0,3 — 0,5 единицы опасно для жизни.

3.5.2. Растворимость

Растворимость белка, помимо рН раствора, природы растворителя (диэ-
лектрическая проницаемость), концентрации электролита (ионная сила) и
вида противоиона, несомненно зависит от структурных особенностей моле-
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кулы данного белка. Уже говорилось о различной растворимости глобу-
лярных и фибриллярных белков, на которой основан классический принцип
их подразделения, и о снижении растворимости белков при добавлении
нейтральных по отношению к белку солей или растворителей.

Большое значение для растворимости белка имеет концентрация элек-
тролита. Белки с ярко выраженным асимметрическим распределением за-
ряда, как, например, сывороточные глобулины, требуют для растворения
или стабилизации раствора определенной концентрации соли. Этот соле-
вой эффект основан на снижении ассоциации или агрегации белковых моле-
кул, вызванном присоединением низкомолекулярных противоионов. Резуль-
татом являются повышенная гидратация и улучшение растворимости бел-
ка, его реассоциация при этом затруднена. Высаливание, ведущее к осажде-
нию белка, основано на понижении гидратации белка за счет гидратации
ионами электролита. Так как для различных белков необходима различная
высаживающая концентрация электролита, высаливание относится к важ-
ным и удобным методам грубого фракционирования белков.

3.5.3. Денатурация [66]

Денатурация — любые вызванные физическими и химическими воздействи-
ями изменения, которые при сохранении первичной структуры белка сопро-
вождаются большей или меньшей потерей его биологической активности и
других индивидуальных свойств белка. При денатурации ослабляются гид-
рофобные взаимодействия, разрываются водородные связи, а в присутст-
вии восстановителей и дисульфидные связи. Денатурация с разрывом нева-
лентных связей обычно обратима. Путем образования новых невалентных
связей, а также благодаря взаимодействию с денатурирующим веществом
новая конформация стабилизируется. Возникающее метастабильное состоя-
ние при восстановлении физиологических условий может вернуться к на-
тивной конформации {ренатурация). Принципиально возможна ренатура-
ция и при восстановительном расщеплении дисульфидных связей (рис. 3-8).

При произвольном дисульфидном оомене, неспецифическом окислении и
при образовании ковалентных связей иного вида денатурация необратима.
Тепловая денатурация в начальной стадии ведет, например, к региоселек-
тивным изменениям конформации, которые могут быть обратимыми. На
последующей стадии неконтролируемая агрегация ведет к образованию не-
упорядоченного клубка.

Переход от нативного состояния с минимальной энергией к неупорядо-
ченной денатурированной форме сопровождается увеличением энтропии.
Но конечно, одновременно повышается упорядоченность окружающих мо-
лекул воды, поскольку происходит дополнительная гидратация освобожда-
ющихся гидрофобных групп боковых цепей, так что этот эффект в значи-
тельной степени компенсируется. При денатурации меняются и другие
свойства белковой молекулы: уменьшаются растворимость и способность
кристаллизоваться из-за появления дополнительных ионизируемых групп,
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Рис. 3-8. Денатурация и ренатурация на примере панкреатической ри-
бонуклеаэы (по Анфинсену).

объясняемого разворачиванием пептидных цепей; сдвигается изоэлектриче-
ская точка; повышается вязкость; увеличивается из-за освобождения фе-
нольных гидроксильных групп поглощение в УФ-области.

Физически денатурация может быть вызвана механическими (сильное
перемешивание, встряхивание) или физическими воздействиями (нагрева-
ние, ультрафиолетовое, рентгеновское и радиоактивное облучение, обра-
ботка ультразвуком и абсорбция на границе раздела). Химическая денату-
рация достигается прежде всего с помощью соединений, разрывающих'во-
дородные связи (6 — 8 М раствор мочевины, 4 М раствор гидрохлорида гу-
анидина), обработкой кислотами и щелочами (3 > рН > 9), а также воз-
действием поверхностно-активных веществ, например, 1%-ным раствором
додецилсульфата натрия. Чувствительность отдельных белков к денатури-
рующим средствам различна.

3.5.4. Молекулярная масса

Молекулярные массы белков, состоящих из одной полипептидной цепи, ле-
жат в интервале от 10 000 до 100 000, для большинства многоцепочечных
(олигомерных) белков — от 50 000 до многих миллионов.

Для определения молекулярной массы и одновременно формы молеку-
лы подходят различные физико-химические методы, которые грубо можно
подразделить на кинетические и равновесные. Кинетические методы осно-
ваны на оценке процесса переноса частиц, например определение вязкости,
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измерение скоростей седиментации и диффузии в ультрацентрифуге и опре-
деление электрофоретической и гель-хроматографической подвижности при
использовании декстрановых и полиакриламидных гелей с определенным
размером пор. При равновесных методах раствор белка находится в тер-
модинамически равновесном состоянии.

К равновесным методам относятся измерение светорассеяния и осмоти-
ческого давления, а также метод малоуглового рентгеновского рассеяния.

Метод измерения светорассеяния основан на том факте, что с увеличе-
нием размера частиц эффект Тиндаля в растворе белка сильно возрастает.
С помощью фотометра для рассеянного света измеряется соотношение ин-
тенсивностей падающего и рассеянного под углом 45° или 90° света. В иде-
альных условиях разность светорассеяния чистого растворителя и раствора
белка прямо пропорциональна числу и размеру молекул белка.

Осмотическое давление определяется с помощью мембранных осмомет-
ров, причем для белков граница определяемых молекулярных масс лежит
вблизи 20 000. Ниже этой границы применение мембранных осмометров
проблематично, для згой области лучше подходит осмометр, основанный
на измерении давления паров. В случае мембранных осмометров разность
высоты столбиков жидкости в сравнительном и измерительном капиллярах
показывает величину осмотического давления. При применении динамиче-
ского принципа измерения, при котором определяется и автоматически
компенсируется поток растворителя через полупроницаемую мембрану,
время определения существенно сокращается.

При определении молекулярных масс в ультрацентрифуге [67 - 69]
различают метод измерения скорости седиментации и равновесное центри-
фугирование. В то время как в первом случае измеряют скорость седимента-
ции, во втором — определяют положение седиментационного равновесия.

В случае измерения скорости седиментации необходимы «поля центробежных
сил, обеспечивающие полное осаждение белков. Белок, находящийся в виде коллоид-
ного раствора, обладает большей плотностью, чем растворитель. В ходе центрифу-
гирования на молекулу белка действует значительная центробежная сила, которая,
вызывая движение молекулы через среду, обеспечивает скорость перемещения, про-
порциональную трению.молекулы в среде. Скорость седиментации прямо пропор-
циональна молекулярной массе. Для определения молекулярной массы необходимы
приборы со скоростью вращения ротора до 60 тыс. об/мин. Раствором белка запо-
лняют прозрачную ячейку. Изменения концентрации, возникающие в процессе цент-
рифугирования, могут прослеживаться с помощью оптических методов, например
посредством шлирен- или интерференционной оптики, а также посредством прямого
измерения абсорбции в УФ-области (сканирующая система).

Определение молекулярной массы с помощью аналитической ультрацентрифуги
основано на работах Сведберга, шведского химика, специалиста в белковой химии,
разработавшего в 1925 г. центрифугу. Молекулярная масса может быть вычислена
по следующей формуле:
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где 5 — коэффициент седиментации (имеет размерность времени; единица измерения
коэффициента седиментации называется сведбергом; s = 1 • 1 0 " 1 3 с); R — газовая
постоянная; Т — температура в Кельвинах; KProt — парциальный удельный объем
белка; pL — плотность растворителя; D — коэффициент диффузии.

Парциальный удельный объем белка К р г о ( может быть получен измерением
плотности. Для того чтобы найти молекулярную массу, необходимо еще знать ко-
эффициент диффузии D, который для сферической молекулы можно вычислить тео-
ретически. Однако реальные молекулы имеют форму, отличающуюся от сферы, поэ-
тому коэффициент диффузии определяют экспериментально центрифугированием
белка при меньшем числе оборотов и измерением вызванного диффузией уширения
границы между белковой зоной и раствором.

При определении молекулярной массы по методу еедименпыщионного равновесия
знание коэффициента диффузии не является необходимым. В этом случае использу-
ют более низкое число оборотов. По сравнению с предыдущим методом, для кото-
рого необходимо гравитационное поле до 400 000 g, здесь достаточно центробежной
силы, в 10 — IS тыс. раз превосходящей земное притяжение. Через несколько часов
или через несколько суток процесс седиментации и обратной диффузии достигает со-
стояния равновесия, при котором перемещение частиц отсутствует. Измерив гради-
ент концентрации белка от мениска до дна ячейки, можно вычислить его молекуляр-
ную массу. Медленное установление равновесия — недостаток метода. Этого можно
избежать при проведении определения по Арчибальду. В этом «низкоскоростном»
методе для расчетов можно использовать градиент концентрации, образующийся в
измерительной ячейке у мениска жидкости (до отделения белковой зоны). Метод ну-
левой концентрации в мениске, предложенный в 1964 г., делает возможным дости-
жение седиментационного равновесия при высокой скорости ротора (высокоскорост-
ной метод), в этом случае белковая зона уже отделена от мениска. Это дает воз-
можность сократить время эксперимента до 2 — 4 ч.

Следует также упомянуть метод центрифугирования в градиенте плотности.
Обычно работают в возрастающем градиенте плотности сахарозы при высокой ско-
рости ротора. Расстояние, на которое перемещается белок в градиенте, обратно
пропорционально его молекулярной массе. Молекулярную массу неизвестного белка
с достаточной точностью можно определить, сравнивая его с добавленным стан-
дартным белком известной молекулярной массы.

При определении молекулярной массы с помощью гель-фильтрации [70,
73] применяют сефадексы различного типа (G-50, G-100, G-150, G-200), ага-
розы (сефарозы 2В, 4В, 6В) или полиакриламиды (биогели P-lOO, P-1S0, Р-
300). Процесс проводят как в хроматографических колонках, так и на тон-
кослойных пластинках. Принцип метода уже рассматривался в разд. 3.3.

При помощи градуировочной кривой, полученной при элюировании
стандартных белков с различной молекулярной массой, и используя про-
стейшее аппаратурное оформление, можно провести определение молеку-
лярной массы с погрешностью S — 10ft.

Об эффективности гель-фильтрации можно судить по рис. 3-9.
Молекулярную массу белков можно также определять посредством

гель-электрофореза в полиакриламиде [41]. Мономеры, предназначенные
для образования геля, растворяют в буфере и полимеризуют в стеклянных
трубках или между пластинками при использовании в качестве сшивающе-
го агента бисакриламида. Большая разделяющая способность метода объ-
ясняется молекулярно-ситовым эффектом.
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Рис. 3-9. Определение молекулярной массы методом тонкослойной
гель-фильтрации.

Электрофорез проводят в присутствии додецилсульфата натрия
(ДСН). Таким путем можно определить молекулярные массы субъединиц
олигомерных белков [74 — 76]. Молекулы ДСН образуют за счет гидро-
фобного взаимодействия комплексы с полипептидными цепями, характери-
зующиеся постоянным отношением ДСН : белок. Тогда электрофоретиче-
скую подвижность можно выразить как функцию молекулярной массы и
сравнить с подвижностью стандартного белка. Метод отличается высоко1
скоростью (2 — 4 ч) и требует для одного определения, как правило, лишь
10 — 50 мкг белка. В последнее время ДСН-электрофорез проводят также
на стеклянных шариках с контролируемым размером пор (120 — 200 нм).
Комплекс ДСН — белок не адсорбируется на носителе, интервал определя-
емых молекулярных масс 3 500 — 12 000 [77].

Из-за зависящей от концентрации тенденции многих белков к агрегации
или диссоциации на субъединицы определение молекулярных масс стано-
вится проблематичным, интерпретация результатов различных физико-
химических методов часто также является сложной. Обычно суммируют
значения для различных фракций и затем делят полученную величину на
число частиц в растворе или относят среднюю величину не к числу, а к
средней массе частиц. Метод ультрацентрифугирования позволяет найти
среднюю молекулярную массу.

3.5.5. Форма молекул

Существуют различные методы определения формы молекул. Величиной,
характеризующей форму молекулы белка, является соотношение осей f/f0

(как уже было сказано, почти все белки имеют форму, отличную от
сферы):
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где / — молярный коэффициент трения, /0 — коэффициент трения для идеальной
сферической молекулы, а — стоксовский радиус, N — число Авогадро, Ург<л — пар-
циальный удельный объем белка, М — молекулярная масса.

При экспериментах по ультрацентрифугированию из константы седи-
ментации при знании стоксовского радиуса можно вычислить отношение
осей///0. Под стоксовским радиусом понимают радиус молекулы при наи-
меньшей площади ее поперечного сечения. Он может быть получен из гель-
хроматографической константы эксклюзии (г — эффективный диаметр
пор):

KD = (1 - a/r)z[\ - 2,104(«/r) + 2,09(a/r)3 - 0,95(a/r)5]

Отношение осей белковой молекулы, форма которой охарактеризована
как эллипсоид вращения, для большинства глобулярных белков лежит в
интервале между 2 и 30, в то время как для фибриллярных белков это со-
отношение >30.

Форма молекулы может быть также определена путем измерения вязко-
сти, а также методом двойного лучепреломления в потоке. С помощью
электронной микроскопии возможно прямое определение формы молеку-
лы. При этом пользуются методом негативного контрастирования при
применении тетраоксида осмия или других тяжелых металлов в качестве
контрастирующих средств.

3.6. Принципы структурной организации
белковых молекул

По рекомендации Линдерстрема — Ланга были введены термины «первич-
ная, вторичная и третичная структура», характеризующие уровни струк-
турной организации белков. Первичная структура белка дает сведения о
числе и последовательности связанных друг с другом пептидной связью
аминокислотных остатков. Вторичная структура описывает конформацию
полипептидной цепи, возникающую при образовании водородных мостиков
между карбоксильными кислородными атомами и атомами амидного азо-
та в составе скелета молекулы. Под третичной структурой понимают
трехмерную укладку полипептидной цепи, вызванную внутримолекуляр-
ным взаимодействием боковых цепей.

Введенный в 19S8 г. Берналом термин четвертичная структура охва-
тывает наблюдающийся у ряда белков процесс ассоциации нескольких ин-
тактных полипептидных цепей в определенный молекулярный комплекс. В
этом случае связывание обеспечивают межмолекулярные взаимодействия.
Вторичная, третичная и, если есть, четвертичная структуры в сумме дают
конформацию белка.

Этот чисто академический принцип подразделения не следует переоце-
нивать. Спорна прежде всего дифференциация вторичной и третичной
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структур, поскольку в обоих случаях конформация поддерживается некова-
лентными связями. Но все-таки такое подразделение правомерно хотя бы
потому, что изменение элементов вторичной структуры протекает намного
быстрее, чем структурные перестройки третичной структуры.

Правила структурной организации глобулярных белков рассмотрены
Шульцем [81]*. Согласно им, в структуре таких белков следует выделять
большее число уровней организации. Иерархия берет свое начало от амино-
кислотной последовательности. Затем следует вторичная структура с регу-
лярной укладкой полипептидной цепи, характеризующейся максимальным
образованием водородных связей. Вторичная структура может образовы-
вать до 75% всей полипептидной цепи. Иногда в молекуле белка можно
выделить агрегаты вторичной структуры (сверхвторичная структура), яв-
ляющиеся регулярными образованиями из нескольких участков полипеп-
тидных цепей, например двойная а-спираль или складчатый лист-спираль.
Пример более высокой ступени организации глобулярных белков — обра-
зование доменов. Они возникают у крупных белков и характеризуются как
независимые пространственные структуры. Иммуноглобулины, например,
образуют при соответствующем сворачивании полипептидных цепей от 2
до 4 доменов. В химотрипсине активный центр находится внутри, между
двумя доменами. В данном случае домены имеют структуру складчатого
листа-цилиндра и связаны один с другим лишь одной полипептидной
цепью. И наконец, глобулярные белки, построенные из нескольких доме-
нов', могут упаковываться в еще более крупные структурные образования.
Возникающие при этом агрегаты обычно построены симметрично, причем
структура входящих в их состав мономеров, вероятно, не меняется.

3.6.1. Первичная структура

Установление первичной структуры начинается с определения аминокис-
лотного состава и молекулярной массы выделенного и очищенного белка.
Белки, состоящие из нескольких полипептидных цепей, разделяются с по-
мощью денатурирующих реагентов (концентрированный раствор мочевины
или ДСН) на мономеры. Дисульфидные мостики расщепляют восстановле-
нием меркаптоэтанолом. Для предотвращения дисульфидного обмена и
окисления образующихся свободных меркаптогрупп их блокируют каким-
либо методом, например алкилированием иодуксусной кислотой с образо-
ванием S-карбоксиметильного производного или цианэтилированием акри-
лонитрилом. После определения N- и С-концевых аминокислот полипеп-
тидная цепь расщепляется химически или ферментативно (в нескольких ва-
риантах) на меньшие перекрывающиеся фрагменты. Для каждого фрагмен-
та устанавливается аминокислотная последовательность. И наконец, ком-
бинируя отдельные последовательности, приходят к полной последователь-
ности исходной полипептидной цепи.

К настоящему времени опубликовано свыше 15 000 работ о первичных
структурах более 1 000 белков. Все известные первичные структуры заре-

* См. также книгу: Шульц Г., Ширмер Р. Принципы структурной организации
белков: Пер. с англ. — М.: Мир, 1982. — Прим. ред.



Белки 365

гистрированы в «Атласе белковых последовательностей и структур»
[83]. Методические основы анализа первичной структуры разработаны
Сенгеоом с сотр. в 1945 — 1954 гг.

3.6.1.1. Селективное расщепление полипептидных цепей

Расщепление пептидной цепи, необходимое для определения последова-
тельности аминокислот, осуществляют с помощью частичного химического
или ферментативного гидролиза. При ферментативном расщеплении чаще
всего используют протеазы: трипсин, химотрипсин, пепсин, папаин, субти-
лизин, эластазу и термолизин [84].

Трипсин расщепляет пептидные связи, в которых карбоксильная функ-
ция представлена лизином или аргинином. Селективность расщепления
может быть повышена блокированием боковых цепей лизина (Z-, Tfa- или
Dnp-остатки на е-аминогруппе) или аргинина (циклогександионовое произ-
водное по гуанидиновой группе) [85]. Блокированные остатки не затрагива-
ются, и, таким образом, расщепление идет селективно либо по лизину, ли-
бо по аргинину. Цистеин также может быть включен в триптическое рас-
щепление, если модифицировать меркаптогруппу этиленимином. Образую-
щееся S-0-аминоэтильное производное структурно похоже на лизин, и пеп-
тидная цепь расщепляется со стороны его карбоксила.

Химотрипсин преимущественно расщепляет те пептидные связи, кар-
боксильная функция которых относится к ароматическим аминокислотам.
В длинных полипептидных цепях гидролизуются также связи, образован-
ные лейцином, валином, аспарагином и метионином. Пепсин обладает сла-
бо выраженной специфичностью. Расщепляются связи, образованные трип-
тофаном, фенилаланином, тирозином, метионином и лейцином.

Субтилизин прежде всего расщепляет связи по соседству с серином,
глицином и ароматическими аминокислотами. Эластаза менее специфична
и преимущественно гидролизует связи нейтральных аминокислот. Основ-
ными точками воздействия малоспецифичного папаина являются остатки
аргинина, лизина и глицина, кислые аминокислоты не затрагиваются. Тер-
молизин предпочтительно расщепляет полипептидную цепь по аминокис-
лотным остаткам с гидрофобной боковой цепью.

В общем случае ферментативный гидролиз протекает тем специфичнее,
чем короче время инкубации с протеазой. При этом большое значение име-
ет чистота выбранного фермента. Для удаления из трипсина последних
остатков химотрипсина применяют, например, селективно ингибирующие
вещества, такие, как дифенилкарбамилхлорид или 1.-Л-тознламидо-2-фенил)-
этилхлорметилкетон.

Расщепление полипептидных цепей, содержащих дисульфидные мости-
ки, обычно приводит к сложной смеси низших пептидов. При реконструк-
ции полипептидной цепи установление исходного порядка дисульфидных
связей — довольно трудная задача. Один из путей ее решения дает диаго-
нальный электрофорез по Хартли, при котором пептиды после фермента-
тивного гидролиза сначала разделяют электрофоретически на полосе бу-
маги.
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Окислением надмуравьиной кислотой расщепляют цистиновые мостики, при этом
образуются два новых пептида, содержащие цистешшную кислоту. Затем полосу бу-
маги закрепляют на листе бумаги большего размера и повторяют электрофорез в
направлении, перпендикулярном первоначальному. При этом не претерпевшие изме-
нений пептиды располагаются по диагонали листа, а кислые пептиды, в состав ко-
торых входит цистеиновая кислота, оказываются вне ее и могут быть непосредст-
венно идентифицированы.

Помимо приведенных ферментативных методов для селективного рас-
щепления пептидных цепей используются химические методы [87, 88]. Так,
например, бромциан расщепляет пептидные связи, образованные с участи-
ем карбоксильной группы метионина, а N-бромсукцинимид — связи тиро-
зина или триптофана.

NH - CH - С - N - CHR - СО - •• - •

Н;6 6 BfCN
сна-$-сн3

-NH CH-C-N-CHR-CO--"к

-NH- CH C = NH-CHR
H,C О CO

Br"

CN

--NH-CH-C=O
/ \

HjN-CHR-CO- Вт"
l Ф J

/ C 0 NH-CH-CO бромсукцинкмид

»-c^ » wn
NH-

-CH-CO-

Для. расщепления пептидной связи по остатку цистеина последний сна-
чала реакцией с 2-нитро-5-тиоцианобензойной кислотой превращают в S-
цианоцистеин, амидная связь которого может быть гидролизована легко
без побочных реакций [90, 91].

Смесь пептидов, образующихся в результате использования различных
методов расщепления, сначала должна быть разделена, и каждый из пепти-
дов очищен. Целевой компонент перед анализом последовательности до-
лжен быть гомогенен по данным как минимум четырех различных методов
разделения: ионообменной хроматографии, электрофореза, бумажной или
тонкослойной хроматографии и противоточного распределения.
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3.6.1.2. Установление аминокислотной последовательности
[92 — 95]

Помимо приведенных далее методов следует сослаться (разд. 2.3.1.1. и
3.8.4.S) на возможность установления аминокислотной последовательности
анализом соответствующей белку мРНК. Этот путь приобрел значение
благодаря достижениям в определении первичной структуры нуклеиновых
кислот (Фредерик Сенгер, Нобелевская премия за 1980 г.).

3.6.1.2.1. Определение концевых аминокислот

Химические методы определения концевых остатков основаны главным об-
разом на превращении или модификации концевых аминокислот. После по-
лного гидролиза производные концевых аминокислот отделяются от
остальных ^модифицированных аминокислот и идентифицируются.

Наиболее известен динитрофенильный метод Сенгера [97]. В этом ме-
тоде пептид или белок обрабатывается 2,4-динитрофторбензолом (реагент
Сенгера) и образующаяся в результате гидролиза ДНФ-аминокислота экс-
трагируется и идентифицируется.

•

I
5 1 ?* "»

H,N-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO

NH
*, «а «,

-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO

1-СН-СNOj-^_y-NH-CH-COOH • H2N-CH-COOH • HjH

NO,

Значительно чувствительнее дансильный метоо (5-диметиламино-
нафтилсульфонильный метод) [98], в котором N-концевая аминокислота
идентифицируется после тонкослойной хроматографии в виде интенсивно
флуоресцирующего желтым светом пятна дансильного производного.
Предел обнаружения 10" | 4 моль.

* HaN-CH-CO-NH-CH-CO NH-CH-COOH

SOj-NM-CH-CO-NH-CH-CO- — - NM-CH-COOH

HaN-CH-COOH + HjN-CH-COOH
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Другими, однако, менее важными методами блокирования N-концевой
аминокислоты являются арилсульфонирование при взаимодействии с
нафтил- или бензолсульфохлоридом, карбамилирование цианатом калия,
карбоксиметилирование бромуксусной кислотой и др.

И наконец, определение N-концевой аминокислоты может быть пред-
принято с помощью лейцинаминопептидазы.

Для определения С-концевой аминокислоты используют чаще всего
экзопептидазы — карбоксипептидазы А, В и Y.

Н ^ - А К - А К П - N H - C H R - C O O H карвоксипептидма

HaN-AK-AKn-t-AS-COOH * HaN-CHR-COOH

Специфичность обеих экзопептидаз различна. Карбоксипептидазой А,
впервые использованной Ленсом в 1949 г. для определения С-концевых
остатков в инсулине, отщепляются все аминокислоты, кроме Lys, Arg, Pro
и His. Карбоксипептидаза В отщепляет Lys, Arg, Orn и S-
аминоэтилцистеин. Оба фермента взаимно дополняют друг друга и, как
правило, применяются в комбинации.

Карбоксипептидаза Y из дрожжей обладает широкой специфичностью и
отщепляет все аминокислоты, кроме Gly, связанного с Pro.

Из химических методов определения С-концевой аминокислоты наи-
большее значение имеет метод Акабори [99]. При кипячении с безводным
гидразином (100 °С, 5 ч) все аминокислоты, за исключением С-концевой,
превращаются в гидразиды. Отделение значительного избытка гидразидов
аминокислот осуществляется реакцией с изовалериановым (или другим)
альдегидом. Можно также смесь, полученную непосредственно после ги-
дразинолиза, обработать динитрофторбензолом и после подкисления выде-
лить ДНФ-аминокислоту.

«1 *» *П

HaN-CH-CO-NH-CH-CO NH-CH-COOH
|N,H4

H]N-CH-CO-NH-NH3 • HaN-CH-CO-NH-NHj* HjN-CH-COOH
R-CHOI

R-CH-N-CH-CO-NH-N-CH-R

Ra *n
R-CM»N-CH-CO-NH-N«CH-R*HaN-CH-COOH

Этим методом не могут быть определены С-концевые цистеин, глута-
мин, аспарагин я триптофан; аргинин частично превращается в орнитин.
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Другой метод определения С-концевой аминокислоты основан на вос-
становлении концевой карбоксильной группы литийалюминийгидридом.
Белок перед восстановлением полезно этерифицировать диазометаном.
Полный гидролиз дает легко выделяемый и идентифицируемый амино-
спирт, соответствующий С-концевому остатку аминокислоты.

3.6.1.2.2. Ступенчатая деградация полипептидной цепи

3.6.1.2.2.1. Химические методы

Важнейший химический метод ступенчатой деградации пептидов с N-
конца — фенилтиогидантоиновыя метод (деградация по Эдману) [100].

R, R, R.

/ \ - N = C - S • HjN-CH-CO-NH-CH-CO- --NH-CH-COOH

S *, «а «о
-NH-C-NH-CH-CO-NH-CH-CO — - NH-CH-COOH

•1
«1 *n

П / ~ \ _ N H - c f r H • H-N-CH-CO-—NH-CH-COOH

2- анилинотиааопин-5-он

S A,
• I

NH-C-NH-CH-COOH

При обработке пептида фенилизоцианатом при рН 9 и 40 °С сначала образуется
производное тиомочевины 0), которое в кислой среде расщепляется на 2-
аниливотиазолин-5-он (1Г) и пептид, укороченный на одну аминокислоту. Относи-
тельно нестабильный тиазолинон непригоден для идентификации. Он гидролизуется
в фенилтиокарбаминовую кислоту (III), переходящую с замыканием кольца в 3-
фенил-2-тиогидантоин (ФТГ-аминокислота) (IV). Прямая изомеризация тиазолинона
в тиогидантоин происходит при нагревании в кислой среде. Образующиеся ФТГ-
аминокислоты IV экстрагируют и идентифицируют с помощью бумажной, тонко-
слойной или газовой хроматографии. Количественное определение осуществляется
спектрофотометрически при 268 — 270 нм. Оставшийся пептид выделяется и подго-
тавливается к следующему циклу деградации.

Идентификацию ФТГ-амннокислот можно также осуществить с помощью высо-
коэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) [101 — 103]. Время проведения
одного процесса хроматографического разделения составляет 7 мин; метод характе-
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ризует высокая достоверность, причем работают на нанограммовом уровне. Рабо-
тают на колонках с SiO2 при применении давления и градиента растворителей.

Особо чувствительным методом определения фенил- и метилтиогидан-
тоинов аминокислот является масс-спектрометрия [104 — 106]. В качестве
окрашенного реагента для деградации предложен 4'-1Ч,Ы-диметиламино-
азобензол-4-изотиоцианат [107].

Другими вариантами ступенчатой деградации являются комбинация ме-
тода Эдмана с дансильным методом [108 — НО], микроопределение на
фильтровальной бумаге, тонкослойная хроматография на полиамидных
слоях и конденсация с пентафторфенилизотиоцианатом. В противополож-
ность-фенилизотиоцианату фторпроизводное допускает применение при га-
зохроматографическом определении тиогидантоинов детектора с электрон-
ным захватом [111].

Принципиально деградация по Эдману при непрерывном повторении
циклов возможна вплоть до С-конца. Однако на практике возможно опре-
деление последовательности примерно 10 аминокислотных остатков, так
как отщепление протекает не всегда количественно, а дополнительное не-
специфическое расщепление пептидной цепи вносит ошибку в результаты.
Решить проблему удалось Эдману и Беггу [112, 113] одновременно с авто-
матизацией процесса. На рис. 3-10 приведена принципиальная схема так на-
зываемого белкового секвенатора. В отличие от неавтоматизированного
варианта здесь нестабильный 2-анилинотиазолин-З-он автоматически пере-
носится в коллектор фракций и затем, вне реакционной ячейки, превраща-
ется в ФТГ-аминокислоту.

Рис. 3-10. Схема коммуникаций жидкофазного секвенатора белков
[112, ИЗ].

*В настоящее время для разделения ФТГ-аминокислот, как правило, используют
сорбенты на основе SiO2, модифицированного октальными или октадецильными
группами. — Прим. перед.
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Реакционный сосуд 1 представляет собой цилиндрический, термостатируемый
при 50 °С стеклянный стакан, вращаемый электромотором 2 со скоростью
1423 об/мин. Раствор, находящийся в ячейке, под действием центробежных сил рас-
пределяется на поверхности в виде тонкой пленки. Необходимые реагенты и раство-
рители, подача которых регулируется краном 3, поступают по специальной трубке 4
на дно вращающегося стеклянного стакана, раствор после экстракции удаляется из
реакционного сосуда через боковую трубку 5. Такая конструкция позволяет осущест-
вить все необходимые операции: растворение, упаривание, вакуумную сушку и экс-
тракцию. При этом каждый раз укорачиваемая на одну аминокислоту полипептид-
ная цепь всегда остается в реакционной ячейке. Стеклянный цилиндр закрыт стек-
лянным колпаком б и может вакуумироваться вакуумным насосом 7. Реагенты и
растворители находятся в соответствующих сосудах для хранения 8, находящихся
под давлением азота. Разность в давлениях между сосудами и реакционной камерой
позволяет осуществлять непрерывную подачу в реакционный сосуд желаемых реа-
гентов и растворителей.

Цикл, необходимый для отщепления одной аминокислоты, включает
- 3 0 операций и продолжается 93,6 мин. Таким образом за 24 ч удает-
ся отщепить и идентифицировать около 15 аминокислотных остатков. Так
как выход на цикл составляет 97 — 98%, теоретически возможно при дан-
ных условиях ступенчато отщепить до 100 аминокислот. Для небольших
пептидов «классический» автомат подходит меньше, так как недостаточное
различие растворимостей пептида и тиазолоина затрудняет селективную
экстракцию последнего.

Лишь модификация процесса, осуществленная Брауницером и др. [114,
115], сделала возможным полное ступенчатое расщепление полипептидной
молекулы вплоть до С-концевой аминокислоты. Введением в £-аминогруп-
пы боковых цепей остатков лизина, входящих в состав пептидов триптиче-
ского расщепления, гидрофильных остатков нафталинсульфокислоты была
снижена вымываемость даже коротких пептидов и тем самым обеспечены
условия работы на секвенаторе. В дополнение к такой модификации может
быть предпринята деградация по квадрольному методу [116]. Квадрол
[N, N, N' , N' -тетракис-(2-гидроксипропил) этилендиамин], хорошо раство-
ряющий модифицированные белки, рекомендован.в качестве буферного ве-
щества для реакции Эдмана. Но обычно его применение ведет к преждевре-
менному окончанию деградации из-за сильной вымываемости коротких
пептидов.

Альтернативным путем для установления последовательности коротких
пептидов является деградация по Эдману на твердой фазе. По аналогии со
способом Меррифилда деградируемый пептид связывается ковалентно с
полимерным носителем и ступенчато расщепляется с N-конца. Принципи-
альная применимость этого метода доказана во многих лабораториях. В
качестве носителя чаще всего используют устойчивый к трифторуксусной
кислоте аминоалкилполистирол. Присоединение секвенируемого пептида
более предпочтительно через амидную связь.

Первый твердофазный секвенатор предложен в 1970— 1971 гг. Лоурсеном [117,
118]. Он значительно дешевле, чем секвенатор Эдмана, и подходит для работы с
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пептидами, имеющими до 30 остатков. Все реакции деградации проходят в термо-
статируемой колонке.

Реагенты и растворители, скорость- подачи которых регулируется с помощью
клапанов, прокачиваются через колонку. Продукты реакции на каждом шаге дегра-
дации собираются коллектором фракций. Всеми операциями управляет программи-
рующее устройство.

Секвенирование на твердой фазе затрудняется присутствием в пептиде
карбоксильных групп (образование циклических имидов, прекращение про-
цесса, если амидная связь образована через /3- или -у-карбоксильные груп-
пы) [119, 120]. Для решения этой проблемы Лоурсен [121] предложил свя-
зывать с носителем лизинсодержащие триптические пептиды через е-ами-
ногруппу с помощью бифункциональных реагентов, например л-фенилен-
диизотиоцианата, или проводить связыванием с носителем после предвари-
тельного блокирования карбоксильных групп [122].

Помимо этого существуют другие возможности удерживания на носите-
ле анализируемого триптического фрагмента белка [423, 124]. Так, Ниалл с
сотр. [125] применил в качестве носителя для автоматического секвенирова-
ния на наномольном уровне синтетические полиаминокислоты типа
H-(Norleu-Arg)27-NH2.

В некоторых других твердофазных секвенаторах в качестве носителя применяется
3-аминопропилстекло [126]. Введение аминогрупп осуществляется обработкой 3-ами-
нопропилтриэтоксисиланом. Полипептидные цепи фиксируются на 3-аминопропил-
стекле после активации карбоксильных /рупп подходящим методом либо в случае
лизинсодержащих пептидов с помощью л-фенияендииэотиоцианата. Модифициро-
ванные носители на основе стекла отличаются постоянной емкостью при присоеди-
нении пептидов и хорошей проницаемостью для потока жидкости в колонке. Лоудон
и Пархам [127] предложили использовать в качестве носителя пористое стекло с
определенным размером пор (CPG-стекло), содержащее карбоксильные группы, ак-
тивированные N-гидроксисукцинимидом и способные присоединять, пептиды с об-
разованием амидных связей. Деградация по Эдману пептида, адсорбированного на
поверхности оксида алюминия за счет ионных связей, предложена Виландом и сотр.
В качестве реагента для секвенирования предложен изотиоцианат бензолсульфокис-
лоты. Манеке и Гюнцель предложили полимерный деградирующий реагент — поли-
изотиоцианат. Введенный Штарком [128] метод тиоцианатного расщепления с
С-конца был использован в твердофазном варианте [129]. С его помощью удалось
идентифицировать последние 6 аминокислот рибонуклеаэы.

О достижениях техники разделения при анализе последовательностей
белков и пептидов сообщается в обзоре [130].

3.6.1.2.2.2. Ферментативные методы

В разд. 3.6.1.2.1 отмечалось, что карбоксипептидазы А, В и Y преимущест-
венно используются для определения С-концевых аминокислот. Однако при
более длительном воздействии пептидная цепь может быть путем отщеп-
ления отдельных аминокислот деградирована с С-конца. Для этого необхо-
димы определенные предпосылки. Фермент не должен содержать активных
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эндопротеаз или других пептидаз (ингибирование диизопропилфторфосфа-
том). Кроме того, цроцесс нарушают С-концевые D-аминокислоты, амид-
ные группы, пролив и гидроксипролин. Во многих нативных белках С-кон-
цевая часть доступна лишь после денатурации белка. И наконец, выделение
аминокислот из реакционной смеси в порядке, соответствующем их после-
довательности, затруднительно, так как отщепление разных аминокислот
идет с различной скоростью.

При деградации пептидов с N-конца аналогичным образом можно рабо-
тать с лейцинаминопептидазой.

Другой путь ферментативной деградации возможен при использовании
дипептидшюМинопеппшдазы I [131]. Этот фермент последовательно от-
щепляет дипептиды с N-конца, которые затем могут быть разделены и
идентифицированы. Второй набор дипептидов получают при повторении
деградации той же полипептидной цепи, но укороченной на одну аминокис-
лоту. В случае коротких пептидов полная последовательность вытекает из
сопоставления данных обеих дипептидных деградаций и данных анализа
полного, гидролизата интактного пептида.

Для больших пептидов Овчинников и Кирюшхин [132] рекомендовали
применение комбинированного хромато-масс-спектрометрического метода
идентификации дипептидов и обработку результатов анализа на ЭВМ при
использовании картотеки масс-спектров, содержащей данные для 400 воз-
можных дипептидов.

В методе, предложенном Каллаханом с сотр. [133], пептид и дипептида-
за находятся с одной стороны мембраны. Отщепленный дипептид диффун-
дирует через мембрану и затем идентифицируется с помощью тонкослой-
ной хроматогоафии.

3.6.1.2.2.3. Физические методы

В последнее время для анализа аминокислотных последовательностей наря-
ду с химическими широко используются различные физические методы.
Шайнблат [134] определил последовательность некоторых ди- и трипепти-
дов с помощью ЯМР. Метод основан на изменениях спектра в зависимости
от рН среды и последовательности пептида.

Большее значение имеет масс-спектрометрический метод установления
последовательности [135]. Он основан на наблюдении за ионами, характер-
ными для каждой последовательности и образующимися в результате рас-
щепления связей С — СО или СО — N. В простых случаях появление
амино- (А) и аминоацилфрагментов (В) и их интенсивности позволяют су-
дить о порядке следования аминокислот и длине цепи исследуемого пептид-
ного производного:

«, ! ! Т » ! ! »» ! i
V-NM-CH+CO-rNH-CH-J-CO-rNH-CH-j-CO-i- -мн-сн4со!<ж

А, i

*n<
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Обработка и отнесение спектров в случае длинных пептидов и пептидов
с полифункциональными аминокислотными остатками особенно сложны,
так как в этих случаях фрагментация на А и В часто перекрывается мно-
жеством других типов фрагментации. Первый метод масс-спектрометри-
ческого анализа последовательности был разработан в 19S9 г. Биманном с
сотр. [136] и основан на легкой расщепляемое™ С — С-связей в группах
-NH-CHR-CH2-NH-, образующихся при восстановлении пептида литийалю-
минийгидридом:

I I I I

V-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO NH-CH-COOH

•) UAIH4
b) масо-слекгрометричесюе

фрагментирование

«, ! «2 I ' «Э i *n j
V-NH-CH-fCHa-NH-UH-i-CHj-NH-CH+CHa- NH-CH-iCHjOH

Восстановление позволило одновременно преодолеть трудности, связанные
с плохой летучестью пептидных производных (Y = ацетил).

Дальнейшее развитие техники эксперимента дало возможность введения
непосредственно в ионизационную камеру масс-спектрометра трифтораце-
тильных, ацетильных и других ацилированных пептидов.

Метод масс-спектрометрии особенно удобен при выяснении структуры
пептидных антибиотиков, присутствие в которых непротеиногенных ами-
нокислот и D-энантиомеров исключает использование ферментативного
расщепления.

При анализе последовательностей особенно удачна комбинация методов
масс-спектрометрии и газовой хроматографии [137 — 140]. Сложные оли-
гопептидные смеси, образующиеся при частичном гидролизе, после превра-
щения в летучие производные разделяют на газовом хроматографе и иден-
тифицируют с помощью масс-спектрометра. Установление последователь-
ности осуществляют с помощью ЭВМ, основываясь на данных идентифи-
кации всех олигопептидов. Серии, тирозин и триптофан не вносят каких-
либо трудностей.

3.6.2. Вторичная и третичная структуры
[78, 81, 141 — 147]

Установленная секвенированием последовательность аминокислот может
рассматриваться лишь в качестве одного из уровней структурной организа-
ции белка. Она закодирована в соответствующем гене и находится в тесной
связи со вторичной и третичной структурами белка, его конформацией и
биологической активностью. Образование вторичной и третичной структур
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происходит в процессе или сразу после окончания биосинтеза белка (разд.
3.7.3). За их стабилизацию помимо ковалентных пептидных и дисульфид-
ных связей ответственны прежде всего нековалентные взаимодействия бо-
ковых радикалов аминокислот.

3.6.2.1. Пространственное расположение полипептидной цепи

Для установления вторичной и третичной структур химические методы не-
применимы.. Для этой цели преимущественно применяют рентгенострук-
турный анализ, причем из получаемой дифракционной картины рассчиты-
вают распределение электронных плотностей в кристалле белка. Точное
установление пространственных структур белков стало возможным благо-
даря работам Полинга и Кори. На аминокислотах, их амидах и простых
пептидах в основном с помощью рентгенографических исследований были
определены длины связей и валентные углы. Оказалось, что пептидная
связь в значительной степени обладает характером двойной связи. Она яв-
ляется пленарной, поэтому в пептидной цепи на один аминокислотный
остаток приходятся лишь два места поворота. Одним является поворот во-
круг С°—N-связи (угол у>), другим — вращение вокруг оси С—С-связи
(угол ф). Значения <р и ф для всех остатков аминокислот определяют про-
странственное расположение цепи.

Рис. 3-11. Возможные углы поворота в полипептидной цепи.
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Из планарности пептидной связи следует, Что угол поворота и = О (ре-
нтгеноструктурными исследованиями белков была показана возможность
незначительного поворота с выходом из планарности). По определению
углы ч> и ф получают положительное значение, если, при наблюдении от
С-атома, вращение осуществляется по часовой стрелке. Принципиально
для этих углов разрешены не все значения; это ограничение определяется
радиусами взаимодействия не связанных друг с другом атомов. Рамачан-
дран и др. [148, 149] исследовали на различных моделях с помощью ЭВМ
все возможные комбинации углов поворота <р и ф (в табл. 3-7 приведены
минимальные расстояния между ковалентно не связанными атомами, кото-
рые были взяты для расчетов стерически разрешенных и запрещенных кон-
формаций белковой молекулы при отклонении ее от планарности амидной
связи). Из-за стерических ограничений практически реализуется лишь 13%
всех возможных значений <р и ф.

Таблица 3-7. Минимальные расстояния (им) между ковалентно не связанными
атомами, полученные из вандерваальсовых радиусов (в скобках приведены
минимальные расстояния по Рамачандрану)

С

о

N

н

с

0,32
(0,30)

О

0,28
(0,27)

0,27
(0,26)

N

0,29
(0,28)

0,27
(0,26)

0,27
(0,26)

Н

0,24
(0,22)

0,24
(0,22)

0,24
(0,22)

0,20
(0,19)

На <р, ^-диаграмме (рис. 3-12) транс-пептидных конформаций Рамачандрана раз-
решенные комбинации углов </> и ф лежат в заштрихованной области (расчет произ-
веден с нормальными радиусами атомов; табл. 3-7). Используя минимальные кон-
тактные расстояния, разрешенную зону расширяют (ограничена штриховой линией),
и в окрестностях точки <р = ф = 240е появляется новая разрешенная область.

Комбинации разрешенных углов <р и ф, рассчитанные Рамачандраном для модели
из твердых сфер, соответствуют максимально устойчивым конформациям. Значи-
тельно влияют на стерически разрешенные конформаций объемные боковые радикя-
лы аминокислот. Приведенная на рис. 3-12 <р, ̂ -диаграмма базируется на расчетах,
сделанных для аланина. Для глицина разрешено значительно больше комбинаций
углов, чем, например, для валина или изолейцина.
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Рис. 3-12. Диаграмма разрешенных значений углов у и \fr [148, 149].
Обозначения: Р — полипролиновая спираль; С — коллагеновая спи-
раль; 0 — антипараллельная /3-структура; /}р — параллельная /3-струк-
тура; a R и аь-лево- и правовращающая а-спираль; wR и uL — лево- и
правовращающая ш-спяраль; yR и yh — лево- и правовращающая
7-спираль; 3, 0 — 310-спираль.

В 19S1 г. Полинг [ISO, 151] разработал две относительно простые струк-
турные модели, спиральную и складчатого листа, объясняемые исключи-
тельно планарностью пептидной связи и водородными связями между пеп-
тидными группами и образующие основу для построения высших струк-
тур. Модели нашли свое подтверждение в пространственно-структурных
исследованиях Перутца [1S2].

Определение вторичной структуры белков возможно также с помощью
лазерной спектроскопии комбинационного рассеяния [153]. Установление
вторичной структуры глобулярных белков с помощью ЭВМ открывает
дальнейшие интересные возможности [154].
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3.6.2.1.1. Спиральные структуры [155, 156]

Идентичность значений углов <р и ф при каждом атоме пептидной связи в
пептидной цепи неизбежно дает спираль с определенным числом л амино-
кислотных остатков на виток, характерной высотой Л витка и определен-
ным подъемом d на каждый остаток (рис. 3-13). Принимая во внимание
планарность пептидной связи, величины п и d однозначно определяются из
углов <р и ф, а зная п и d, можно получить высоту витка спирали И.

Возможно существование нескольких различных спиральных структур,
возникающих при образовании водородных связей между структурными
элементами пептидной связи (NH- и СО-группы), из которых наиболее из-
вестна а-спираль (рис. 3-14) с параметрами: п = 3,6, d = 0,15 нм и
h = 0vJ4 нм. В случае а-спирали за счет внутримолекулярных водородных
связей образуется 13-членная кольцевая структура. Правильно назвать та-
кую структуру можно так: а(3,613)-спираль. Другими упорядоченными кон-
формациями спирального типа для остова молекулы белка являются 3 до-
спираль, *(4,416)-спираль и >(5,117)-спираль.

В глобулярных белках доминирует правовращающая а-спираль, кроме
того, в отдельных белках (гемоглобин, лизоцим) показано наличие 3до-
спирали. В о-кератине высота витка а-спирали меньше (0,31 нм), чем соот-
ветствующая величина (0,54 им) в нормальной а-спирали.

Принципиально а-спираль может быть образована как L-, так и D-
аминокислотными остатками. Склонность полипептидной цепи к образова-
нию спиральной структуры в значительной степени зависит от природы
боковых цепей аминокислот. Различают стабилизирующие спираль амино-
кислоты (Ala, Val, Leu, Phe, Trp, Met, His, Gin) и дестабилизирующие (Gly,
Glu, Asp, He, Thr, Lys, Arg, Tyr, Asn, Ser). В случае кислых и основных
аминокислот дестабилизирующее действие определяется наличием зарядов
на боковых группах. В полиглутаминовой кислоте и полилизине, например,
а-спираль образуется при рН 2 и 12 соответственно, т. е. при преоблада-
нии незаряженных боковых функциональных групп. При одноименно заря-
женных боковых группах силы отталкивания сильнее, чем проч-
ность стабилизирующих водородных связей. В случае, изолейцина дестаби-

Рис. 3-13. Спираль с тремя остатками на виток (по Хагеймайеру).
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водородн ые
связи

Рис. 3-14. Структура а-спирали (по Рапопорту).

лизирующее действие объясняется стерическим эффектом. Наличие проли-
на всегда ведет к прерыванию спирали, образуемой полипептидной цепью
(точка излома), так как в этом случае атом азота зафиксирован в составе
пирролидинового кольца и не способен образовывать водородную связь, а-
Спиральность полипептидной цепи может быть приблизительно определе-
на сравнением удельного оптического вращения до и после денатурации.
При денатурации белков наблюдается увеличение угла вращения влево.

3.6.2.1.2. Структура складчатого листа

Как и в спиральной структуре, максимальное замыкание водородных свя-
зей может достигаться между двумя идущими в противоположном направ-
лении пептидными цепями. Стерические затруднения, вызванные боковыми
группами, вынуждают пептидные группировки к повороту относительно
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друг друга. Образующаяся структура называется структурой складчатого
листа или Структурой.

В зависимости от параллельности или антипараллельности хода двух
соседних цепей различают два вида структур: параллельную (а) и антипа-
раллельную (6") структуры складчатого листа.

О=С

Соседние полипептидные цепи, идущие в противоположном направле-
нии, в пространственном представлении (рис. 3-1S) обнаруживают «плисси-
рованность», причем боковые радикалы аминокислотных остатков стоят
попеременно с разных сторон складчатого листа. Штрихами показаны во-
дородные связи. Соответствующие пары углов <р и ф для параллельной и
антипараллельной структур могут быть получены из рис. 3-12.

iS-Структура присутствует в фиброине шелка. Она может также образо-
вываться в различных белковых доменах, например в доменах карбоксипеп-
тидазы А и лизоцима.

Рис. 3-15. Антипараллельная структура складчатого листа.
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3.6.2.1.3. Неупорядоченные конформации полипептидной цепи

Как в случае спиральной структуры, так и структуры складчатого листа
пары углов ip и ф для всех аминокислотных остатков лежат в одной точке
диаграммы Рамачандрана (рис. 3-12). Напротив, в случае неупорядоченной
конформации эти пары углов для различных аминокислотных остатков не
находятся в одной точке, а распределяются по разрешенной области диаг-
раммы. Вследствие этого образуется огромное разнообразие конформаций,
причем распределение всех комбинаций углов не является равномерным
статистическим в математическом смысле. Ограничения возможных кон-
формаций вытекают из взаимного расположения имеющихся боковых
групп, а также из их взаимодействий с растворителем. По энергетическим
причинам это приводит к предпочтению определенных локальных конфор-
маций.

Неупорядоченные белковые конформации появляются при процессах де-
натурации, при переходах спираль — клубок, у синтетических полиамино-
кислот и др. Кинетические и теоретические проблемы переходов спираль —
клубок освещены в обзорных работах [157, 158].

Это определение не следует прямо переносить на конформации глобу-
лярных белков. Например, у химотрипсина неупорядоченные области не-
сравнимы со статистическим клубком. Более того, пары углов <р и ф для
каждого аминокислотного остатка принимают свои определенные значения.

3.6.2.1.4. Третичная структура глобулярных белков

До сих пор при рассмотрении периодических структурных элементов поли-
пептидной цепи не принималось во внимание влияние боковых радикалов
аминокислот на конформацию белковой молекулы. Но белки, в особенно-
сти глобулярные, характеризуются трехмерным расположением полипеп-
тидной цепи, за стабилизацию которого помимо обсуждавшихся водород-
ных связей в основном ответственны нековалентные взаимодействия.

При той причине, что белки функционируют в водной среде, а вода об-
ладает исключительно сильно выраженным деассоциирующим действием,
образование белковых конформаций не может быть объяснено одним лишь
большим числом водородных связей в спиральной и jS-структурах. Помимо
водородных связей решающий вклад в стабилизацию конформаций вносят
ионные связи, вандерваальсовы дисперсионные силы и особенно гидрофоб-
ные взаимодействия. Под гидрофобными взаимодействиями понимают тот
факт, что в водной среде гидрофобные группы плотно контактируют друг
с другом с тем, чтобы уменьшить поверхность контакта с водой. Причина
этого лежит в том, что соприкосновение гидрофобных групп с окружаю-
щими молекулами воды энергетически невыгодно. Об этом говорит то,
что значение Д#° слегка превышает нулевое. Рассмотрим окружение неко-
торого гидрофобного бокового радикала таким образом, что оно будет
охарактеризовано определенным упорядоченным состоянием молекул во-
ды. Если две гидрофобные группы вступают во взаимодействие, то умень-
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Рис. 3-16. Гидрофобные взаимодействия.

шается упорядоченность молекул воды (рис. 3-16). В соответствии с урав-
нением

AG = ДЯ - TAS

результатом этого является прирост энтропии и, следовательно, появление
отрицательной свободной энтальпии.

Фактором, благоприятствующим гидрофобным взаимодействиям, явля-
ется изменение энтропии, точнее говоря, ее прирост. В случае глобулярных
белков полярные и прежде всего почти все ионные группы находятся на по-
верхности, чем облегчается гидратация молекулы белка, имеющая большое
значение для стабилизации пространственной структуры. У некоторых бел-
ков удаление воды неизбежно связано с их денатурацией. Большая часть
неполярных остатков, напротив, находится внутри молекулы белка. Они
укладываются плотно один к другому и практически выдавливают воду из
первоначально еще непрочной клубковой структуры полипептидной цепи,
что приводит к компактности и стабильности гидрофобного ядра. Само
собой разумеется, что часть функциональных (ионных) групп боковых це-
пей находится внутри молекулы белка. Группы, оказавшиеся замаскирован-
ными, не подвергаются внешним воздействиям (изменение рН, реакции мо-
дификации и др.). Более того, измененная реакционноспособность таких
функциональных групп, имеющая значение для каталического действия
ферментов, определяется гидрофобным окружением и взаимодействием с
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другими группами. В общем случае пространственная укладка полипептид-
ной цепи глобулярных белков характеризуется относительно небольшой
долей периодических структурных элементов (0-структура, а-спираль) и об-
наруживает несимметричное и нерегулярное строение. В конечном счете
причиной образования конформаций высокой стабильности является коопе-
ративность между водородными и гидрофобными связями, а также други-
ми нековалентными взаимодействиями, причем для биологически активных
белков в физиологических условиях проявляются термодинамически ста-
бильные конформаций с минимальной свободной энергией.

Обобщая, остается сказать, что конформация остова белковой молеку-
лы вносят решающую долю в формирование конформаций глобулярного
белка. Однако с помощью нековалентных взаимодействий (гидрофобные,
диполь-дипольные взаимодействия, ионные связи, дисперсионные силы)
осуществляется образование стабильной трехмерной структуры белка, име-
ющей исключительное значение для биологической функции глобулярного
белка.

Следует указать также, что гидрофобные взаимодействия сами могут
иметь значение для стабилизации определенной конформаций (а-спираль,
^-структура) остова молекулы белка.

3.6.2.2. Методы установления пространственной
структуры белков

При рентгеноструктурном анализе белка неизвестной структуры регист-
рируется интерференционная картина от кристалла белка. Исходя из поло-
жения, числа и интенсивности рефлексов (максимумов интерференции) при
определенных условиях, можно установить структуру рассеивающего кри-
сталла [1S9, 160]. Вычисление распределения электронных плотностей осу-
ществляется по формуле

1 у у уР(х, у, z) = - \ > \ I Я Ш ) cos 2т I [Ах + кх + к - a(hki)]

Вся установка для рентгеносруктурного анализа автоматизирована и связана с
ЭВМ. Вычисляют распределение электронных плотностей р(х, у, z) в элементарной
ячейке. Каждый рефлекс характеризуется с помощью индексов Миллера Л, к и /.
К —объем элементарно^ ячейки, f\h, к, /) —структурный фактор и <х(й, *,
/) — соответствующий фазовый угол. Последний должен быть определен косвенными
методами, в то время как остальные величины вытекают из дифракционной картины.

Значения электронной плотности вычисляются по слоям, в которых точки равной
плотности соединяют линиями. Таким образом, получают послойную диаграмму кри-
сталла белка.

Установить структуры больших молекул белка стало возможным только при
применении производных с тяжелыми атомами. Тяжелый атом, например атом рту-
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ти, встраивается в поверхность молекулы. Это приводит к незначительным изменени-
ем в структуре (изоморфное замещение), однако изменяет интенсивности рентгенов-
ских рефлексов.

При применении нескольких производных с тяжелыми атомами на основе появ-
ляющихся изменений интенсивностей можно определить фазовый угол и затем рас-
считать электронные плотности. Проведение такого структурного анализа кристал-
лов весьма трудоемко даже тогда, когда для сложных расчетов в распоряжении ис-
следователя имеется высокопроизводительная вычислительная техника. Так, с кри-
сталла белка и кристаллов различных изоморфных производных того же белка до-
лжно быть получено, измерено и скорректировано множество рефлексов. За этим
следует установление положения тяжелых атомов и определение фазового угла для
каждого рефлекса. Затем для нескольких десятков тысяч точек должны быть рассчи-
таны электронные плотности, и в заключение результаты должны быть интерпре-
тированы.

Поскольку определение электронных плотностей с небольшим разреше-
нием (0,3 нм) не столь трудоемко, обычно начинают исследование структу-
ры кристалла белка с этого этапа. Тонкая структура, т. е. положение от-
дельных атомов, требует разрешающей способности 0,15 нм. Развитие это-
го метода, осуществленное в 1932 — I960 гг. лабораториями Кендрью и
Перутца, стало значительным научным достижением. Обзоры по установ-
лению пространственной структуры белков написаны Хоппе [161], а также
Дикерсоном и Гансом [78]. К настоящему времени известны пространст-
венные структуры более 50 белков.

Есть указания на принципиальную возможность анализа структу-
ры кристалла белка с помощью электронного излучения, а также по-
средством метода нейтронного рассеяния [162]. В будущем, вероятно,
приобретут значение математические методы, которые позволят осущест-
влять на ЭВМ расчет третичной структуры на основе данных о первичной
структуре [163]. Первые попытки, в основном в применении к спиральным
белкам (миоглобин), привели к интересным результатам [164]. Хеглер и
Хониг [165] рассчитали на примере полипептидной цепи, составленной из
глицина и аланина, условия, необходимые для образования компактной
глобулярной структуры белка.

В случае аденилаткиназы данные, полученные из предсказания структу-
ры белка, сопоставимы с данными рентгеноструктурного анализа. Совпа-
дение выявилось'в идентификации а-спиралей, а также в установлении кон-
тактов между тремя полипептидными цепями пятицепочечной 0-
структуры. Наиболее точно были определены точки «перелома» белковой
цепи [166]. К другим стратегиям установления конформаций некристалли-
зующихся белков можно отнести кинетические исследования де- и ренату-
рации с целью локализации центров свертывания [167] и палеонтологиче-
ские сопоставления, позволяющие выявить родственные связи между бел-
ками [168].

Для изучения конформаций в физиологических условиях применяются
различные спектроскопические методы. ЯМР-спектроскопия высокого раз-
решения, особенно в сочетании с КД-техникой, позволяет проводить на-
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дежный анализ и интерпретировать сложные спектральные параметры. В
противоположность упорядоченному состоянию в кристаллах в растворе
наблюдается большое число конформация.

Взаимодействие пептидов и белков с их окружением (гормон — рецеп-
тор, фермент — субстрат) приводит к конформационным изменениям
участвующих молекул, которые можно проследить спектроскопически так
же, как конформационные изменения, вызванные влиянием растворителей,
комплексообразованием с ионами металлов или биологическими рецепто-
рами.

Изменения конформашш полипептидной цепи (а-спираль, /3-структура,
статистический клубок) могут быть также определены с помощью инфра-
красной спектроскопии. Характерные полосы «амид I» и «амид II» изме-
няют положение максимума в зависимости от конформации. Измерение
дихроизма в инфракрасной области с помощью плоскополяризованного из-
лучения дает возможность однозначно различить а-спираль и /3-структуру.

В УФ-области конформационные изменения белков лишь в незначитель-
ной степени влияют на абсорбцию, поэтому здесь наиболее достоверным
методом является дифференциальная спектроскопия. Из сдвига спектра в
коротко- или длинноволновую область, не связанного с изменениями ин-
тенсивности,' могут быть получены данные о конформации белка в водном
растворе.

Дисперсия оптического вращения (ДОВ) и круговой дихроизм (КД) изу-
чались на большом числе белков [171, 172], но интерпретация этих данных
относительно сложна.

Стремясь облегчить интерпретацию, пробуют установить связь между эффектом
Коттона и данными рентгеноструктурного анализа. Этим методом было, например,
показано высокое содержание а-спиралей в миоглобине и немного меньшее (с участ-
ками ^-структуры) в лизоциме, карооксипептидазе А и папаине, в то время как в ри-
бонуклеазе и химотрипсине а-спиральность оказалась очень низкой. Хорошая корре-
ляция рентгеноструктурных данных и результатов ДОВ и КД была получена на мн-
оглобине и лизоциме, т. е. на белках с высокой спиральностью, но не удалась на хи-
мотрипсине.

Очевидно, в неспиральных белках на эффект Коттона сильно влияют другие эле-
менты пространственной структуры, например асимметрия, присущая дисульфид-
ным связям или ароматическим остаткам в окружении асимметричных центров,
что приводит к более или менее сильным искажениям. Кроме того, проявляемый
эффект в случае -̂структуры намного ниже, чем в случае а-спирали. Ситуация ус-
ложняется еще тем, что и другие структуры обусловливают эффект Коттона подоб-
но а-спиралям.

Несмотря на эти ограничения, хироптические методы получили боль-
шое значение при конформационном анализе белков. Результативным явля-
ется прямое сравнение данных, полученных на нативных и денатурирован-
ных белках, а также распространение исследований на химически модифи-
цированные белки.

Метод водородно-дейтериевого обмена позволяет определить в белке
число и вид водородных связей. Метод основан на том, что атом водоро-
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да, связанный со свободной электронной парой другого атома, может в ви-
де протона очень быстро обмениваться с протонами растворителя. Атомы
водорода, связанные с атомами углерода, в обмене участия не принимают.
На этой основе выработаны различные экспериментальные варианты ме-
тода.

Например, за обменом протонов пептидных связей можно наблюдать непо-
средственно, следя за исчезновением полосы деформационных колебаний N — Н при
1550 см~ . В то же время при длительной обработке тяжелой водой (D2O) все заме-
щаемые атомы водорода обмениваются на дейтерий. Затем в воде посредством ИК-
спекхроскопии или измерения плотности снимается кинетика замещения дейтерия.
Однозначность получаемых результатов ограничена даже при том условии, что при-
меняются очень чистые белки.

В заключении можно констатировать, что как приведенные здесь, так и
другие методы исследования конформаций полипептидов и белков в рас-
творе по отдельности дают информацию лишь о некоторых аспектах
структуры белка, однако совместное применение различных методов ведет
к получению более надежных результатов.

3.6.3. Четвертичная структура [173 — 174]

Под четвертичной структурой понимают построение олигомерного белка
из определенного комплекса нескольких полипептидных цепей. Ассоциация
двух или нескольких полипептидных цепей происходит под действием меж-
молекулярных взаимодействий между полярными, ионизируемыми и непо-
лярными боковыми группами посредством диполь-дипольных взаимо-
действий, водородных связей, гидрофобных взаимодействий и образования
ионных пар. В исключительных случаях четвертичная структура также ста-
билизируется дисульфидными мостиками.

Все четвертичные структуры характеризуются как стехиометрическим
составом, так и геометрией строения. Наименьшая, как правило связанная
нековалентно, часть белка, имеющего четвертичную структуру, называется
субъединицей.

Четвертичйая структура может быть как гомогенной, так и гетероген-
ной. В первом случае в функциональную структуру ассоциированы только
идентичные полипептидные цепи, в то время как элементами белков с гете-
рогенной четвертичной структурой являются неидентичные цепи. Оказа-
лось, что у глобулярных белков с М > 50 000 всегда доминирует четвер-
тичная структура. До 1974 г. было известно приблизительно 650 белков с
четвертичной структурой, из них - 500 ферментов. Принцип образования
четвертичной структуры имеет важное значение для функции белка. Напри-
мер, становятся возможными кооперативные реакции, имеющие значение
для регуляторных процессов в клетке.

Регуляторные ферменты, в отличие от нерегуляторных одноцепочеч-
ных, состоят в основном из субъединиц.
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Таблица 3-8. Молекулярные массы и состав некоторых белков,
имеющих четвертичную структуру

Белок

Гемоглобин

Вирус табачной
мозаики

Конканавалин А

Лактоглобулин
Энтеротоксин

Церулоплазмин

Нервный росто-
вой фактор

Репрессор лак-
тозы

Каталаза
Алкогольдегидро-

геназа
Люцифераза
Малатдегидроге-

наза
Аспартаткиназа

Лейцинаминопеп-
тидаза

Глутаминсинте-
таза

Фосфофрукто-
киназа

Аргининдекар-
боксилаза

Источник

Кровь млекопита-
ющих

Инфицированные
листья

Canavalia ensiformis

Холерные вибрио-
ны

Плазма

Мышь

Е. coli

Печень теленка
Дрожжи

Renilla
Нейроспора

Вас. polymyxa

Хрусталик глаза,
почки свиньи

Мозг свиньи,
почки свиньи

Дрожжи

Е. -соЧ

а Идентичные субъединицы.

М

64 250

39 400 000

55 000

36 750
84 000

125 000

26 520

150 000

240 000
141000

34 000
54 000

116 000

.,30 000
255 000
370 000
370 000
770 000

850 000

Субъединицы

Число

4
(« 20 2)
2130

2"

2"
6»

4
(<*2#2)

2»

4"

4"
4 е

3»
4
(о<2 /3j)

4
(«2"/32)
6"
4»
8»
4"
6*

10"

м

а: 15 130
0: 15 870
17 530

27 000

18 375
14 000

а: 16 000
0: 53 000
13 260

39 000

60 000
35 000

12 000
13 500

а: 17 000
0: 43 000
58 000
63 500
46 000
90 000
130 000

82 000

Построение из субъединиц дает, наконец, значительную экономию гене-
тического материала.

Принципы организации олигомерных ферментов рассмотрены в обзоре
[175].

Установление четвертичной структуры возможно непосредственно с
помощью электронной микроскопии и рентгеноструктурного анализа. В то
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же время известны различные методы диссоциации олигомерного белка на
субъединицы для последующего их изучения. Диссоциация возможна при
обработке 1%-ным додецилсульфатом натрия, 6 М гуанидингидрохлори-
дом и 8 М мочевиной. Часто уже достаточно изменения ионной силы, рН,
концентрации белка, температуры, добавления или удаления кофактора
или других химических модификаций.

Большое значение при доказательстве и определении молекулярной мас-
сы субъединиц имеют ультрацентрифугирование, ДСН-электрофорез в по-
лиакриламиде, гель-фильтрация и другие уже рассмотренные ранее методы
(разд. 3.5.4). В этой связи надо упомянуть, что в условиях диссоциации не
только регуляторные, но и каталитические функции ферментов сильно пов-
реждаются или совершенно теряются.

В табл. 3-8 приведены примеры белков, имеющих четвертичную струк-
туру.

3.7. Биосинтез белков [176 — 179]

Несмотря на то что существует еще много неясных вопросов, в выяснении
механизма биосинтеза белка в последние годы достигнуты значительные
успехи. Различают в основном три основные стадии процесса:

1) активации аминокислот и их связывание с тРНК;
2) образование полипептидной цепи на рибосоме;
3) отделение готового белка от рибосомы.
Для протекания каждой стадии процесса необходимы специфические

ферменты и кофакторы.

3.7.1. Активация аминокислот и их связывание
с тРНК

Активация карбоксильных групп аминокислот осуществляется в цитоплаз-
ме под действием специфических аминоацил-тРНК-синтетаз при участии
аденозинтрифосфата и M g 2 + . Сначала при элиминировании пирофосфата
образуется смешанный ангидрид аминокислоты и фосфатного остатка аде-
ниловой кислоты, который существует только в виде комплекса с фермен-
том.

оштетаза

ОН ОН

НзМ-СН-СООН
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На последующей стадии реакции активированная аминоацильная группа пе-
реносится на тРНК, причем действует та же синтетаза и при отщеплении
аденозинмонофосфата образуется сложноэфирная связь с рибозой 3'-
концевого аденозина тРНК:

HjN-CH-C-

к о
• АМР

Для каждой из 20 аминокислот имеется особая тРНК и особая ами-
ноацил-тРНК-синтетаза. Структуры ряда синтетаз известны. Их моле-
кулярные массы соответствуют интервалу 46 000 — 140 000 для одно- и
двухцепочечных ферментов и 220 000 — 290 000 для четырсхцепочечных
а^32-типа. Они построены из субъединиц- симметрично, но в противопо-
ложность другим глобулярным белкам — ферментам — обладают менее
компактной структурой. Места связывания аминокислоты и тРНК могут
быть локализованы на различных субъединицах.

Димерный белок тирозил-тРНК-синтетаза, для которой сделан рент-
геяоструктурный анализ с разрешением 0,27 нм, характеризуется М 90 000
и размером молекулы 13 нм. Узнавание ферментом нужной аминокислоты
и тРНК происходит с исключительной точностью. Комплекс фермент —
аминокислота образуется путем электростатического взаимодействия с эле-
ментами белковой структуры, а также за счет полярных и гидрофобных
связей с боковой цепью аминокислоты. Условием для образования ком-
плекса является наличие правильной конфигурации аминокислоты.

Транспортная РНК, функционирующая в качестве переносчика амино-
кислоты, состоит из 73 — 93 нуклеотидных остатков и соответственно
М » 25 000. В состав тРНК помимо обычных нуклеиновых оснований (А,
U, G, С) входит ряд редких оснований, часть из которых образуется путем
метилирования обычных. Редкие элементы структуры могут препятство-
вать спариванию оснований в неспариваемых областях петель и защищать
молекулу от гидролитического разрушения нуклеазами.

Известны нуклеотидные последовательности более чем 120 тРНК. Они
имеют похожие вторичные структуры, условно названные структурами
клеверного листа.
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А -аденин
U -урацил
G -гуанин
С -цитозин
у -псевдруридин
mG-метипгуанин
hU-Дигидроурацип
I -инозин

С | акцепторный конец

А 1«-вапин

Рис. 3-17. Вторичная структура тРНК У а 1 из дрожжей (структура кле-
верного листа).

Все тРНК имеют аминоацил-акцепторную «шпильку» (7 пар оснований), заканчи-
вающуюся обшей для всех аминокислот последовательностью -С-С-А, дигидроури-
диловую «шпильку» (3 — 4 пары оснований), антикодоновую «шпильку» (3 пар ос-
нований) иТ^С-«шпильку» с 4 — 5 парами оснований (рис. 3-17).

Петли, находящиеся на шпильках, символизируют структуру клеверного листа;
шпильки и петли образуют в каждом отдельном случае своеобразную «руку». Анти-
кодоновая и Т^С-петля состоят из 7 оснований каждая, дигидроурациловая из
7 — 10 и экстра-петля из 4 — 21 основания; последняя образует вариабельную

• «руку».
Рентгеноструктурным анализом была определена третичная структура фенилала-

ниновой тРНК из дрожжей [182, 183]. Согласно этим данным, молекула имеет фор-
му буквы L. Угол буквы образован дигидроурациловой, Т\рС- и вариабельной «рука-
ми». Все области шпилек имеют структуру двойных спиралей.

На рис. 3-18 рибоэофосфатная цепь показана как сплошная полоса. Можно уви-
деть заштрихованные «руки» тРНК и водородные мостики между парами основа-
ний. В фермент-субстратном комплексе внутренняя часть L и поверхность фермента
находятся в тесном контакте (пунктирная линия).
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тч>С-шлипька

Рис. 3-18. Третичная структура тРНК р 1 г е из дрожжей.

Если тРНК этерифицируется какой-либо «неправильной» аминокисло-
той, тогда такая сложноэфирная связь снова расщепляется необычно быст-
ро работающим корректирующим механизмом [186, 187]. Гидролиз слож-
ноэфирной связи («неправильных» эфиров), катализируемый синтетазой,
протекает еще до диссоциации комплекса фермент — тРНК. Об этапах ак-
тивации аминокислот при биосинтезе белка сообщает Хаар [188].

3.7.2. Образование полипептидной цепи
на рибосоме

Информация, необходимая для построения определенной аминокислотной
последовательности, содержится в дезоксирибонуклеиновой кислоте
(ДНК). Молекула ДНК является полинуклеотидом, образованным основа-
ниями аденином (А), гуанином (G), цитозином (С), тимином (Т), остатка-
ми фосфорной кислоты и 2-дезоксирибозой в качестве углеводного компо-
нента. Все ДНК построены как регулярные двойные спирали, структура
которых стабилизирована водородными связями между комплементарны-
ми парами оснований А — Т и G — С. В ДНК каждые три следующих
один за другим нуклеотида (триплетный код) кодируют одну аминокислоту
[189 — 192]. Для 20 протеиногенных аминокислот существуют 64 кодовые
единицы (кодона), из которых по 6 приходится на аминокислоты Leu,
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Таблица 3-9. Генетический код

Биосинтез белков

1-е основание

и

А

G

и

Phe
Phe
Leu
Leu

Leu
Leu
Leu
Leu

He
He
He
Met

Val
Val
Val
Val

2-е

С

Ser
Ser
Ser
Ser

Pro
Pro
Pro
Pro

Thr
Thr
Thr
Thr

Ala
Ala
Ala
Ala

основание

A

Туг
Туг
term
term

His
His
Gin
Gin

A M I

Asn
Lys
Lys

Asp
Asp
Glu
Glu

С

Cys
Cys
term

Trp

Arg
Arg
Arg
Arg

Ser
Ser
Arg
Arg

Gly
Gly
Gly
Gly

3-е основание

U
С
A
G

U
С
A
G

U
С
A
G

U
С
A
G

Arg, Ser, no 4 — на Pro, Thr, Val, Ala и Gly, 3 — на lie, 2 — на Phe, Тут,
Cys, His, Gin, Asn, Glu, Asp, Lys и по одной приходится на Met и Trp.

Содержащиеся в генетическом коде триплеты UAG, UAA и UGA не ко-
дируют какую-либо аминокислоту, а определяют конец цепи. Ранее они
были названы «бессмысленными» (nonsense) кодонами.

Для начала биосинтеза белка информация, содержащаяся в ДНК, до-
лжна быть прежде всего перенесена к рибосоме. Это осуществляется через
матричную (информационную) РНК (мРНК), представляющую собой од-
ноцепочечную рибонуклеиновую кислоту, содержащую рибозу на месте де-
зоксирибозы и урацил на месте тимина. Построение мРНК осуществляется
по принципу идентичной репликации на локально расплетенном участке
ДНК (рис. 3-19) и называется транскрипцией.

Помимо модели Уотсона — Крика процесс репликации может быть
объяснен моделью Родлея («side-by-sidew-модель, SBS-модель). Процесс на-
чинается с параллельной укладки цепей ДНК. Нити, связанные друг с дру-
гом водородными связями комплементарных оснований, принимают фор-
му волнистой ленты. Каждая цепь образует сначала на длине полупериода
повторяемости (10 оснований) правовращающую спираль, затем переламы-
вается и далее идет обратно как левовращающая спираль, характерные
свойства (спаривание и укладка оснований, период повторяемости) остают-
ся в модели SBS. Модель, ставящая под сомнение уникальность модели
Уотсона — Крика, помимо прочего, лучше интерпретирует репликацию
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| двойная спираль ДНИ]

5'-ионеца—

З'-мона**-

локально
расплетенный
участок ДНК

••З'-монец

• 6'-конец

Рис. 3-19. Ферментативный синтез мРНК на матрице ДНК (асиммет-
ричная транскрипция ДНК).

длинных цепей ДНК, а также бактериальных кольцевых ДНК. Последние
конформационные исследования на двухцепочечных ДНК допускают воз-
можность переходов между двойной спиралью и расплетенной структурой.

Расплетенная переходная конформация названа дос-лестничной. В ней
сахарофосфатные цепи находятся в дос-положении по отношению к парам
оснований, которые в свою очередь располагаются как ступеньки лестни-
цы. Нити ДНК могут без разрыва переходить из дос-лестничной конфор-
мации в другие, и наоборот.

При транскрипции генетическая информация одного или нескольких ге-
нов (участков ДНК) копируется и переносится на мРНК. Молекула мРНК
затем идет в цитоплазму, связывается с рибосомой и образует матрицу
для синтеза полипептидной цепи. С молекулой мРНК связано множество
рибосом, образующих подобие ожерелья. Образуется структура, называе-
мая полирибосомой и полисомой.

Рибосомы сами по себе являются рибонуклеопротеинами с содержанием нуклеи-
новых кислот ~ 60%. Они находятся в свободном состоянии прежде всего в цито-
плазме и в связанном — в эндоплазматическом ретикулуме. Все рибосомы состоят
из двух субъединиц, на которые они диссоциируют в зависимости от концентрации
Me2"*". У наиболее хорошо изученных рибосом Е. coli большая (SO S) субъединица
включает 5 S- и 23 S-рибосомные РНК, а также 34 различных белка; малая (30 S)
субъединица состоит из 16 S-рибосомной РНК и 21 белка. Рибосомы эукариот об-
разованы 60 S- и 40 S-субъеднницами.

На рис. 3-20 схематически показаны в рибосоме Е. coll главные места связывания
аминоацил- и пептидил-тРНК, расположенные на большой субъединице. Молекула
мРНК двигается в «желобе» между субъединицами.

На следующей ступени биосинтеза белка нуклеотидная последователь-
ность мРНК переводится на язык аминокислотной последовательности.
Этот процесс, получивший название «трансляции» [193], начинается со свя-
зывания мРНК и инициирующей аминоацил-тРНК с 30 S-субъединицей ри-
босомы (инициация).
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-место пептидипа (Р)

место аминоацила (А)

большая
субъединица

место
связывания

мРНК

аминоацил-тРН К

кодомы
малая

субъединица

Рис. 3-20. Схема структуры рибосомы Е. coli с местами связывания
аминоацила и пептидила (по Ленинджеру).

В прокариотах, а также, вероятно, во всех остальных организмах в ро-
ли инициирующей аминокислоты выступает метионин, кодируемый кодо-
ном AUG [194]. Соответствующая метиоиил-тРНК перед началом процесса
ферментативным трансформилированием переводится в формилметионил-
тРНК.

В сложном начальном процессе принимают участие три белковых фак-
тора инициации IFj, IF2 и IF3. Сначала мРНК ассоциируется с комплексом
IF3 — 30 S-субъединица, затем при участии IF2 и GTP идет присоединение
формилметионил-тРНК. Образовавшийся инициирующий комплекс вместе
с большой субъединицей формирует готовый к синтезу белка 70 S-
рибосомный комплекс.

В процессе удлинения цепи (элонгация) новая аминоацил-тРНК присое-
диняется к активному 70 S-рибосомному комплексу. Своей антикодоновой
петлей она входит во взаимодействие с соответствующим кодоном мРНК
(образование водородных связей), причем правильное положение
аминоацил-тРНК на аминоацилсвязывающем месте (А-место) обеспечивает
фактор элонгации Tu (EF - Тй). Процесс обеспечивается предварительным
специфическим связыванием молекулы аминоацил-тРНК с комплексом
GTP с EF — Tu и последующим гидролизом GTP до GDP и неорганиче-
ского фосфата.

Замыкание первой пептидной связи идет через нуклеофильную атаку
аминогруппой аминоацил-тРНК сложноэфирной группы соседней
формилметионил-тРНК и катализируется пептидилтрансферазой, относя-
щейся к большой субъединице. Для подготовки к присоединению следую-
щей аминокислоты пептидил-тРНК, еще связанная на А-месте, должна пе-
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V
А*

CH,-S-CHa-CH,-CrH

стартовый \

направление продвижения рибосомы по м р н к

Рмс. J-2/. Схема транслокации.

реместиться на Р-место (транслокация). В транслокации принимают уча-
стие особый белковый фактор транслокации G (EF-G) и молекула GTP. В
результате транслокации осуществляется продвижение рибосомы к следую-
щему кодону мРНК.

Освободившееся таким образом место кодонспецифически занимает сле-
дующая аминоацил-тРНК. Начинается новый цикл наращивания полипеп-
тидной цепи. Схема процесса приведена на рис. 3-21.

3.7.3. Отделение полипептидной цепи
от рибосомы

Трансляция, т. е. «переписывание» нуклеотидной последовательности ами-
нокислот полипептидной цепи, продолжается до тех пор, пока А-место ри-
босомы не достигнет терминирующего кодона. Затем в несколько отдель-
ных стадий протекает процесс отщепления связанной на рибосоме
полипептидил-тРНК. Сначала осуществляется сдвиг пептидил-тРНК с мес-
та связывания А на место связывания Р (пептидил). Затем под влиянием
так называемых терминаторных белков («release factors» R F p RF2, RF3)
пептидилтрансфераза катализирует гидролитическое расщепление сложно-
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^ * - направление чтения мРНК
сигнальный кодон мРНК

7

белок дп я рибосомы

шероховатый эндоплаэмати чески й регги кул ум

Рис. 3-22. Сигнальная гипотеза — схема протекания процесса биосин-
теза секреторных белков.

эфирной связи между С-концевой карбоксильной группой пептида и гидро-
ксильной группой остатка рибозы. Одновременно освобождаются послед-
няя тРНК и мРНК, рибосома диссоциирует на субъединицы, и может на-
чинаться новый цикл синтеза белка. Сегодня считается достоверным, что
синтезированные полипептидные цепи покидают рибосому в биологически
активной форме. Об этом, помимо прочего, говорят ферментативные ак-
тивности, которые могут быть показаны на последней фазе синтеза белка
на рибосоме. Формильная группа и не требующийся более метионин от-
щепляются ферментативно. Непосредственно после отщепления происхо-
дит замыкание дисульфидных мостиков и другие ковалентные модифика-
ции например гидроксилирование, метилирование или фосфорилирование.
Биосинтез покидающих клетку секреторных белков протекает на мембране
эндоплазматического ретикулума. По «сигнальной» гипотезе [195, 196] ин-
формация об особом пути и месте синтеза содержится в так называемых
«сигнальных» кодонах мРНК, следующих непосредственно за стартовым
кодоном AUG и кодирующих последовательность сигнального пептида.

Сигнальный пептид, состоящий обычно из 15 — 20 гидрофобных ами-
нокислот, вступает через рибосомный рецепторный белок во взаимодейст-
вие с эндоплазматическим ретикулумом и начинает локально-специфичес-
кий синтез белка. Еще до завершения синтеза он отщепляется «сигнальной
пептидазой» от остальной цепи. Полипептидная цепь секреторного белка
выводится через систему каналов эндоплазматического ретикулума и вслед
за этим сворачивается в нативную конформацию.

Сравнение сигнальных последовательностей белков, продуцируемых од-
ной железой, показывает поразительное сходство. Так, сигнальные после-
довательности панкреатических ферментов трипсина и химотрипсина раз-
личаются лишь в положении 6:

Ala-Lys-Leu-Phe-Leu-Phe-Leu-Ala-Phe-Leu-Leu-Ala-Tyr-Val-Ala-Phe

(Leu)
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В последние годы было проведено направленное выделение и установле-
ние структуры ряда препробелков: препроинсулина [197], препропаратирео-
идного гормона [198], препролактина [199] и др. Таким образом, «сигналь-
ная» гипотеза существенно способствовала пониманию тонких механизмов
биосинтеза белка.

3.7.4. Регуляция биосинтеза белка [200]

Регуляция биосинтеза белка, протекающего с исключительно высокой (до
100 пептидных связей в секунду!) скоростью и точностью, осуществляется
на уровнях транскрипции и трансляции. Механизм экспрессии гена был вы-
яснен Жакобом и Моно [201] на примере лактозной системы Е. coli. Явля-
ясь источником углерода для Е. coli, лактоза действует как индуктор для
синтеза трех ферментов — пермеазы, /9-галактозидазы и трансацетилазы,
делающих возможным использование необычных питательных веществ.
Информация, необходимая для биосинтеза ферментов, содержится в трех
структурных генах, которые вместе с ответственным за транскрипцию опе-
раторным геном образуют единый комплекс — оперон. Индуктор действу-
ет через ранее включенный регуляторный ген на операторный ген. В от-
сутствие лактозы репрессор (аллостерический белок) вступает во взаимо-
действие с регуляторным геном и таким образом блокированием всего опе-
рона прекращает синтез ферментов.

ген-регупягор ген-оператор
Оперон

структурный ген 1 структурный ген 2

репрессия,
индукция

/VWWWY мРНК

индуктор
или

репрессор

биосинтез
белка

биосинтез
белка

Рис. 3-23. Регуляция процесса биосинтеза белков [3].
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На специфическом подавлении отдельных стадий биосинтеза белка ос-
новано действие ряда антибиотиков (разд. 2.3.5). Так, актиномицин интер-
коляцией и рифамицин селективным подавлением РНК-полимеразы нару-
шают процесс транскрипции. Хлорамфеникол нарушает трансляцию, бло-
кируя реакцию переноса пептидила в рибосоме. Стрептомицин ассоциирует
с 30 S-субъединицей рибосомы и ведет к ошибкам в переносе, а очень похо-
жий на аминоацильный конец тРНК пуромицин вызывает преждевремен-
ный обрыв синтезируемой цепи.

3.8. Избранные примеры функциональных белков
3.8.1. Ферменты [202 —211]

Ферментами называются простые или сложные, состоящие из нескольких
субъединиц белки, которые, будучи высокоспецифичными биокатализато-
рами, ускоряют наступление равновесия химической реакции вне или внут-
ри клетки, снижая энергию активации соответствующей реакции. Многие
ферменты для осуществления каталитического действия помимо белкового
компонента нуждаются в кофакторе, например ионе металла (Mg2"1", Z n 2 + ,
M n 2 + , Со 2 + ) , и/или коферменте (простетическая группа). Коферменты
действуют как переносчики электронов и функциональных групп: атомов
водорода, ацетильных, метальных и аминогрупп. Они часто идентичны с
витаминами — необходимой составной частью пищи высших организмов.

Ферментативный катализ характерен образованием фермент-субстрат-
ного комплекса (ES), который переходит в комплекс фермент — продукт
(ЕР) и затем диссоциирует на фермент и продукт:

+1 +2
Е + S»=* ES ** ЕРз=* Е + Р

* - 1 * - 2

В оптимальных условиях, т. е. при определенных температуре и рН, об-
разование комплекса фермент — продукт происходит спонтанно, и этим
процессом, как и обратной реакцией, можно пренебречь:

к к
Е + S ^ E S - ^ i - E + Р

Существование фермент-субстратного комплекса было надежно уста-
новлено экспериментально. При данном количестве фермента повышение
концентрации субстрата ведет к увеличению скорости реакции, максимум
которой достигается при насыщении фермента субстратом.

Количественную взаимосвязь между скоростью реакции и концентра-
цией субстрата описывает уравнение Михаэлиса — Ментен:
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vo =
KM+S

где Vo — начальная скорость, Kmax — максимальная скорость, S — концентрация
субстрата, Км — константа Михаэлиса.

Константа Михаэлиса соответствует концентрации субстрата, при кото-
рой скорость равна половине максимальной. Км и К т а х можно найти гра-
фически, используя выражение, обратное уравнению Михаэлиса — Ментен
и называемое уравнением Лайнуивера — Берка

1 Км 1 1

V0 ^max S ^max

Для построения графика используют координаты l/V0 и 1/S.
У аллостерических ферментов, состоящих из нескольких субъединиц

[213 — 2IS], кривая зависимости скорости реакции от концентрации суб-
страта имеет характерный сигмоидный вид. Такой фермент независимо от
наличия субстрата имеет две различные конформации, находящиеся в рав-
новесии. Активность этого фермента контролируется аллостерическими
эффекторами (обычно несложными органическими веществами). Связыва-
ние эффектора происходит на одной из субъединиц в аллостерическом
центре, пространственно отделенном от места связывания субстрата, и вы-
зывает конформационные изменения других субъединиц. Фермент активи-
руется, если эффектор является активатором, и ингибируется, если с алло-
стерическим центром связывается ингибитор. Аллостерические ферменты
обычно участвуют в контроле первых ступеней мультиферментных цепей.

Различают конкурентные и неконкурентные ингибиторы ферментов.
Конкурентные ингибиторы структурно подобны субстрату и занимают
его место в субстратсвяэывающем центре. Избытком субстрата они могут
быть снова удалены. Неконкурентные ингибиторы реагируют с другими
важными структурными частями фермента, например с группой SH, и не
могут быть удалены избытком субстрата.

В качестве международной единицы ферментативной активности принят
катал; 1 кат равен ферментативной активности, обусловливающей превра-
щение 1 моль субстрата в 1 с.

По специфичности действия ферменты разделяют на 6 основных клас-
сов, которые в свою очередь подразделяются на подклассы и подгруппы.

В настоящее время известно около 2000 ферментов, из которых десятая
часть получена в кристаллическом состоянии. Общие принципы их высо-
коспецифичного каталитического действия известны, но, однако, многие
вопросы молекулярного механизма действия, тонкой регуляции и генетиче-
ского контроля еще неясны.

В последние годы использование ферментов для технологических про-
цессов превращения веществ, например в химической и фармацевтической
промышленности, приобрело большое значение. При этом прежде всего
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Таблица 3-10. Классификация ферментов по специфичности действия

Основные классы и
важнейшие подклассы

Катализируемая
реакция

Примеры

/. Оксидоредуктазы

Дегидрогеназы (с
NAD® или NADP®)

Оксидазы (с кислоро-
дом в качестве акцептора)
Гидроксилазы (обеспечива-
ют 'встраивание кислоро-
да)
2. Трансферазы

СгТрансферазы

Альдегида- и кето-
трансферазы

Ацилтрансфераза

Аминотрансферазы
Фосфотрансферазы

3. Гидролазы

Эстеразы

Гликозидазы

Экзопептидазы

Эндопептидазы
Амидазы

4. Лиазы

С-С-Лиазы

Реакции окисления
и восстановления

Перенос групп

Гидролитическое
расщепление связей

Расщепление слож-
нозфирных связей

Расщепление гли-
козидов

Расщепление пеп-
тидной связи

Расщепление амид-
ных связей

Расщепление ангид-
ридных связей кислот

Элиминирование и
присоединение по
двойной связи

Лактат-. алкоголь-,
малат-, глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназы

Глюкозо- и моноами-
нооксидаза, оксидазы аминолот

Фенилаланин-4-гид-
роксилаза, стероид-11-jS-
гидроксилаза

Метил, гидроксиме-
тил-, карбомилтрансфе-
разы

Трансальдолаэа,
транскетолаза

Ацетилтрансферазы,
тиолаза

Все трансаминазы
Гексо-, глюко-, фосфо-

фруктокиназы, РНК-поли-
меразы, РНКазы

Ацетилхолинэстераза,
липазы

а-Гликозидазы (о-ами-
лаза, глюкоамилаза), &-
гликозидазы (целлюлазы,
iS-глюкуронидаза), нуклео-
зидазы

Дипептидилпептидазы,
амино- н карбоксипепти-
дазы

Трипсин, химотрипсин
Аспарагиназа, глута-

миназа, уреаза, аргиназа
АТРазы, Шфофосфа-

таза

Декарбоксилазы ами-
нокислот, пируватдекар-
боксилаза, альдолазы
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Продолжение табл. 3.10

Основные классы и
важнейшие подклассы

Катализируемая
реакция

Примеры

С-О-Лиазы

C-N-Лиазы

5. Изомеразы
Рацемазы

Эпимеразы

цис-транс-Иэомераза

6. Лигазы (синтетазы)

С-О-Лигазы

C-N- Лигазы

С-С-Лягазы
C-S- Лигазы

Изомеризация

Соединение двух
молекул субстрата с
участием АТР

Аконитаза, карбоангид"
раза

Енолаза, фумараза,
аспартаза

Пролинрацемаза, ра-
цемазы других аминокис-
лот

Рибулозофосфат-3-эпи-
мераза

Изомераза малеилаце-
тоуксусной кислоты

Все тРНК-синтетазы
аминокислот

Аспарагин-, глута-
мин-, глутатионсинтетазы

Пируваткарбоксилаза
Ацетил- и сукцинат-

СоА-синтетазы

используются иммобилизованные ферменты, что имеет следующие преи-
мущества: возможность повторного применения, непрерывное проведение'
процесса при низких температурах и легкую отделяемость продукта. Им-
мобилизацию осуществляют за счет адсорбции на носителе (синтетические
или природные полимеры, стекло, активированный уголь), включением в
носитель (микрокапсулирование), ковалентным связыванием с носителем
через подходящую функциональную группу и ковалентной сшивкой моле-
кул фермента би- или полифункциональными реагентами (например, при
обработке диальдегидами, диаминами, производными дикарбоновых кис-
лот и др.). В процессе иммобилизации биологическая активность фермента
должна максимально сохраняться.

Далее будут более детально описаны структура и действие некоторых
наиболее важных ферментов.

3.8.1.1. Рибонуклеаза [216]

Рибонуклеаза А из поджелудочной железы теленка состоит из одной поли-
пептидной цепи, включающей 124 аминокислотных остатка и сшитой че-
тырьмя дисульфидными мостиками. Фермент относится к фосфодиэстера-
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Рис. 3-24. Первичная структура рибонуклеазы А из поджелудочной же-
лезы теленка [217].

зам и катализирует гидролитическое расщепление молекулы РНК по фос-
фоэфирной связи между пиримидин-3'-фосфатом и 5'-гидроксигруппой со-
седнего остатка рибозы. Продуктами гидролиза являются З'-рибо-
нуклеозидмонофосфаты и олигонуклеотиды, имеющие на конце остаток
пиримидин-3' -фосфата.

Фермент выделен Дюбо. В 1940 г. Кунитц смог получить его в кристал-
лической форме, а в 1963 г. Смит, Штейн и Мур опубликовали полную пер-
вичную структуру. Третичная структура была установлена Карлисле с
сотр. (рентгеноструктурный анализ с разрешением 0,55 нм), а также в ла-
боратории Карты [218].

Рибонуклеаза по модели, описанной Картой и полученной с разрешением 0,2 нм
в результате синтеза Фурье для семи различных производных с тяжелыми атомами
(7294 измерения), представляет собой молекулу почкообразной формы размером
3,8x2,8x2,2 нм. Активный центр фермента находится в «почечной борозде» — ха-
рактерной щели, разделяющей молекулу на две половины и содержащей ответствен-
ные за каталитическую активность остатки гистидина (положения 12 и 119) и лизина
(положения 41 и 7).

При восстановлении меркаптоэтанолом в 8 М растворе мочевины моле-
кула рибонуклеазы разворачивается в биологически неактивную неупорядо-
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Рис. 3-25. Модель пространственной структуры рибонуклеазы А [218].

ценную структуру. Большое значение имело открытие, что при реокисле-
нии восстанавливается нативная конформация и вместе с этим полная био-
логическая активность фермента. Из 105 возможных вариантов замыкания
дисульфидных связей при ренатурации реализуется только один, т. е. про-
странственная структура белка предопределена его аминокислотной после-
довательностью.

По данным Рихардса [219], рибонуклеаза А при обработке бактериаль-
ной протеазой субтилизином расщепляется между остатками А1а-20 и Ser-
21 на так называемый S-пептид (1 — 20) и S-белок с последовательностью
21 — 124, содержащей 4 дисульфидных мостика. Оба компонента после
разделения показывают ничтожную биологическую активность. Однако, ес-
ли смешать их один с другим, биологическая активность восстановливает-
ся, т. е. S-пептид и S-белок с помощью невалентных связей «собираются» в
так называемую рибонуклеазу S, обладающую пространственной структу-
рой, близкой к нативной конформации.

Для рибонуклеазы S пространственная структура определена с разреше-
нием 0,35 нм [220, 221]. Результаты совпадают с моделью Карты. Найде-
но, что около половины S-пептида находится в виде а-спирали. Вся моле-
кула содержит —15% спиральной и ~ 7 5 % ^-структуры.
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РНКаза А

100%

РНКаза s

S -пептид

0 %

100%

Л S-бело к

0%

PHKaaaS'l

100%

Рис. 3-26. Схема ферментативного расщепления рибонуклеазы А и ре-
комбинации продуктов расщепления.

По данным Скоффоне и сотр. [222], синтезировавших большое число
аналогов S-пептида, он, будучи один, образует статистический клубок.
Спиральная конформация возникает лишь после соединения с S-белком.
Для связывания S-пептида и S-белка существен остаток фенилаланина в по-
ложении 8. Для полного достижения биологической активности достаточно
участка 1 — 14 S-пептида.

Рибонуклеаза была первым ферментом, который удалось получить пол-
ным химическим синтезом. Гутт и Меррифилд синтезировали цепь с С-конна
на твердой фазе с использованием автоматического синтезатора (разд. 2.2.7.1).
Концепция группы Мерка (разд. 2.2.S.3) состояла в построении фрагмент-
ной конденсацией S-белка и соединении его с синтетическим S-пептидом.
Невысокая (20 — 30%) величина полученной биологической активности
объясняется неоднородностью конечного продукта синтеза.

В поджелудочной теленка помимо рибонуклеазы А присутствуют рибо-
нуклеазы В, С и D. Эти ферменты относятся к гликопротеинам и имеют
различное содержание углеводов. Например, рибонуклеаза В соединена че-
рез остаток аспарагина в положении 34 с пятью остатками маннозы и дву-
мя остатками глюкозы. Для ряда рибонуклеаз, найденных в грибах и бак-
териях, определена структура, описан синтез рибонуклеазы Г,, состоящей
из 104 аминокислотных остатков.

3.8.1.2. Лизоцим

Лизоцим — бактериолитическая гидролаза, широко распространенная в
бактериях, растениях, позвоночных и беспозвоночных. Фермент катализи-
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Рис. 3-27. Первичная структура лизоцима из куриного яйца [223].

Рис. 3-28. Модель пространственной структуры лизоцима из куриного
яйца [224].
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Рис. 5-29. Аминокислоты, принимающие участие в образовании актив-
ного центра лизоцима [4].
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рует гидрологическое расщепление пептидоглюканов бактериальных мем-

бран по /3-1,4-связи между N-ацетилглюкозамином и N-ацетилмураминовой

кислотой, выполняя тем самым важную защитную функцию против про-

никновения бактерий в организм.

Животные лизоцимы состоят из одной полипептидной цепи, включаю-

щей 129 аминокислотных остатков, гомологичны между собой и, как и в

случае рибонуклеазы, при участии 4 дисульфидных мостиков сворачивают-

ся в характерные третичные структуры.

Для установления пространственной структуры выполнен рентгеноструктурный
анализ лизоцима из куриного яйца [224].

Поскольку кристалл лизоцима характеризуется тетрагональной сингонией (про-
странственная группа Р 4, 2,2) и большая часть углов равна 0 или 180°, потребовалось
измерить «всего» 9000 рефлексов. 42% полипептидной цепи представляют собой
«-спираль, некоторые участки цепи в неспиральной области образуют ^-структуры.
Так, например, участок 41 — 54 дает антипараллельную структуру складчатого листа.
Субстратсвязывающий центр фермента лежит в длинном желобе на внешней стороне и
охватывает минимум 12 совместно действующих аминокислотных остатков
(рис. 3-29).

Рентгеноструктурными исследованиями комплексов лизоцими с ингибиторами,
например комплекса, состоящего из лизоцима и конкурентного ингибитора N-аце-

-,#'н.мопекупа
' воды

основная цепь
лизоцима '"\ I fc_ /основная цепь

пиэоцима

: at /основна!
Л < пизо.

R,—ОДОН; Rg—NH-CO-CH,

Рис. 3-30. Механизм катализа лизоцимом по Филлипсу.
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тилглюкозаминтрисахарида, были получены более детальные представления об ак-
тивном центре фермента [225]. Распределение электронных плотностей получено из
данных так называемого дифференциального синтеза Фурье; для трех различных
ингибиторных комплексов были получены совпадающие максимумы электронной
плотности.

Связывание субстрата изучалось на примере гексасахарида, построенно-
го из N-ацетилглюкозамина и N-ацетилмураминовой кислоты (рис. 3-29).
Модельный субстрат укладывается в глубокий разрез молекулы лизоцяма
и фиксируется водородными связями. Расщепляемая гликозидная связь суб-
страта встраивается между карбоксильными функциями глутаминовой кис-
лоты (положение 35) и аспарагиновой кислоты (положение 52); это позво-
ляет закончиться синхронному процессу расщепления связи (рис. 3-30).

3.8.1.3. Химотрипсин

Химотрипсин — наиболее хорошо изученный протеолитический фермент.
Он катализирует гидролитическое расщепление пептидной (или сложно-
эфирной) связи, в образовании которой принимают участие фенилаланин,
тирозин или триптофан. Образование химотрипсина происходит в подже-
лудочной железе; первоначально образуется неактивный химотрипсиноген
(зимоген) — резервная форма фермента. Основной компонент, химотрипси-
ноген А, представляет собой полипептидную цепь из 245 аминокислотных
остатков и 5 дисульфидных мостиков. Активация и образование активного
а-химотрипсина осуществляются сложным путем. После триптического
расщепления связи Arg15-Ile16 последовательно один за другим из молекулы
отщепляются дипептиды Ser14-Arg15 и Thr147-Asn148. В результате одноце-
почечный предшественник переходит в трехцепочечную молекулу фермента.
Цепи А, В и С химотрипсина соединены исключительно дисульфидными
связями. Рис. 3-32 показывает пространственную модель химотрипсина,
установленную на основе рентгеноструктурных данных.

Ферментативное действие химотрипсина, как и других панкреатических
протеаз (трипсина, эластазы), соответствует механизму общего кислотно-
основного катализа, в котором принимают участие в качестве «системы пе-
реноса заряда» остатки аминокислот His5 7, Asp1 0 2 и Ser1 9 5. Передача элек-
тронной плотности от заряженной при рН 8 отрицательно карбоксильной
группы аспарагиновой кислоты через имидазольное кольцо гистидина к
кислороду боковой цепи серина обусловливает повышение его нуклеофиль-
ности настолько, что может осуществляться нуклеофильное воздействие на
карбонильный углеродный атом пептидной связи. На промежуточно обра-
зующемся О-ацильном производном серина перенос заряда обрывается, но
на последующей стадии деацилирования снова немедленно восстанавлива-
ется. Гидролитическое расщепление пептидной связи может быть рассмот-
рено как перенос ацила, при котором осуществляется перемещение ациль-
ного остатка с аминогруппы на молекулу воды (рис. 3-31).
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-H2N-K
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Рис. 3-31. Протеолиз, катализируемый химотрипсином.
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NHj(A)

ноос(с)

соон(в)
Ser 195

His 57

Рис. 3-32. Трехмерная структура химотрипсина [226, 227]

3.8.1.4. Карбоксипептидаза А

Карбоксипептидаза А — это металлофермент, который, будучи экзопепти-
дазой, гидролитически отщепляет С-концевые, прежде всего ароматиче-
ские, остатки аминокислот. Для работы фермента необходим ион Z n 2 + ,
который с некоторыми ограничениями может быть замещен на ионы дру-
гих переходных металлов.

Карбоксипептидаза А образуется под действием трипсина из неактивно-
го предшественника — прокарбоксипептидазы (М 87 000). Полипептидная
цепь фермента состоит из 307 аминокислот (Л/ 34 409) и содержит один
дисульфидный мостик.

По данным рентгенографического анализа [228, 229] молекула фермента
имеет эллиптическую форму размером 5,2 ж 4,4 х 4,0 им. Внутри молеку-
лы находится /3-структура, состоящая из 8 параллельных и 8 антипарал-
лельных участков и обрамленная с обеих сторон 8 спиралями.

Ион цинка лежит в одной из складок на поверхности и принимает ак-
тивное участие в каталитическом процессе. Он образует координационные
связи с остатками гистидина (положения 69 и 196), глутаминовой кислоты
(положение 72), а также с карбонильным кислородом расщепляемой пеп-
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Рис. 3-33. Укладка полипептидной цепи в карбоксипептидазе А.

Gtu

Рис. 3-34. Каталитическое отщепление С-концевой аминокислоты кар-
боксипептидазой А.
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тидной связи. Дисульфидный мостик, идентифицированный рентгенострук-
турным анализом с разрешением 0,2 нм, связывает цистеины в положениях
138 и 168 [223]. Из рентгеновских данных далее очевидно, что остаток
аргинина-145 связывает С-концевой карбоксилатный анион субстрата. Од-
новременно благодаря тому, что позиция аргинина изменяется, остаток
тирозина-248 может принять роль донора протона для группы NH расщеп-
ляемой цепи. Остаток глутаминовой кислоты-270 благоприятствует нукле-
офильной атаке молекулы воды на карбоксильную группу пептидной связи,
сильно поляризованную координацией с ионом цинка. Механизм действия
карбоксипептидазы поясняет рис. 3-34.

3.8.2. Транспортные и резервные белки

3.8.2.1. Миоглобин

Миоглобин — первый глобулярный белок, пространственная структура ко-
торого установлена рентгенографически [231]. Поскольку к моменту начала
исследований первичная структура миоглобина была еще не известна, уста-
новление первичной и третичной структур должно было проходить парал-
лельно. По Эдмундсону [232], миоглобин состоит из одной полипептидной
цепи, включающей 153 аминокислотных остатка, и одной железопорфири-
новой группы (гем) на молекулу. Миоглобин относится к гемопротеинам,
могущим обратимо связывать кислород; в клетках скелетной мышцы он

VM-Uu-Sar-Glu-Gly-Glu-Trp-Gln-Uu-Val-Lau-His-Vri-Trp-Ala-Lys-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 f 4 « 16

Val-Ghi-Ala-Asp-Val-Ala-Gly-His-Gly-Gln-Asp-lla-Lau-Jle-Arg-ljau-
17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

Phe-Lyt-S«T-Hi»-»ro-Glu-Thr-Leu-Glu-U»-Ph*-Atp-Arg-Ph*-ly«-Hit-
33 3 4 3 5 3 6 3 7 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48

L*u-Lyt-Thr-Glu-Ala-Ghi-M«t-Ly*-Ala-Sw-Gki-Aip-L«u-Lyt-ly*-Hlt-
49 5 0 5 1 5 2 5 3 5 4 5 5 5 6 5 7 5 8 5 9 6 0 6 1 6 2 6 3 6 4

ay-Val-Thr-Val-Uu-Thr-Ala-Uu-Gly-Ala-llt-Uu-lys-Lyt-lyt-Gly-
6 5 6 6 67 68 69 70 Л 72 7 3 7 4 75 7 6 7 7 7 8 7 9 8 0

Hit-His-Glu-Ala-Glu-Lau-Lys-Pio-lM-Ala-Gln-Sw-Hit-Ala-Thr-Lyt-
8 1 8 2 8 3 8 4 85 8 6 8 7 8 8 8 9 9 0 9 1 9 2 9 3 9 4 9 5 9 6

His-Lys-H*-Pn>-Me-Lys-Tyr-Uu-Ghi-Ph«-ll*-Ser-Gki-Ala-ll*-ll«-
97 98 9 9 Ю 0 Ю 1 1 0 2 1 0 3 Ю 4 Ю 5 Ю 6 Ю 7 1 0 8 Ю 9 П 0 И 1 1 1 2

His-VU-Lau-His-Sar-Ara-His-Pro-Gly-Asn-nM-Gly-Ala-Asp-Ala-Gln-
113 114 115 П6 117 118 TI9 120 121 122 123 124 125 126 127 128

Gly-Ala-Met-Asn-Lys-Ala-L«i-Gki-Leu-Ph«-Arg-t.ys-A*p-ll«-Ala-Ala-
129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144

Lys-Tyr-Lys-Gki-Lau-Gly-Tyr-Gln-Gly
145 146 147 148 149 150 151 152 153

Рис. 3-35. Первичная структура миоглобина кашалота [232].
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Рис. 3-36. Схема структуры миоглобина кашалота с выделением спи-
ральных областей {233].

ответствен за резервирование кислорода, а также за увеличение скорости
его диффузии через клетки. Филогенетически миоглобин — предшественник
гемоглобина.

Рентгеноструктурный анализ, проведенный с разрешением 0,6, 0,4 и 0,2 нм, дал
форму сплющенной сферы размером 2,5 х 4,4 х 4,4 нм с «карманом» для гема.
Молекула не содержит дисульфидных связей я характеризуется а-спиральностью на
77ft. Выделяют 8 спиральных областей (А — Н), в построении которых принимает
участие в сумме 121 аминокислотный остаток.

При разрешении 0,2 нм впервые удалось наблюдать «визуально» правовращаю-
щий а-винт. Рис. 3-37 показывает распределение электронной плотности в цилин-
дрической проекции среза одной из цепей миоглобина. На верхней части рисунка на
карту электронной плотности нанесена а-спираль (а), а ниже дано пояснение распо-
ложения атомов в а-спирали, причем точки 0 и /3' соответствуют двум возможным
местам расположения 0-углеродных атомов (б).
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Puc. 3-37. Распределение электронных плотностей на одном из участ-
ков полипептидной цепи миоглобина (по Кендрю и др.).

Гем, ответственный за связывание кислорода, находится в «гидрофоб-
ном кармане», образованном особыми, для этого предназначенными ами-
нокислотами. Гем представляет собой макроцикл протопорфирина с коор-
динационно связанным ионом двухвалентного железа, находящимся в цент-
ре молекулы. Ион железа координационно связан с четырьмя расположен-
ными по сфере атомами азота протопорфирина и двумя остатками гисти-
дина (F8 и Е7), относящимися к глобиновому компоненту. Такая про-
странственная фиксация гема делает возможным связывание молекулы кис-
лорода в качестве шестого лиганда со стороны гема, повернутой к гисти-
дину F8. Имидазольное кольцо гистидина Е7 непрямо, через молекулу кис-
лорода, координирует с центральным ионом железа (II) (рис. 3-38).
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Рис. 3-38. Схема связывания кислорода миоглобином.

3.8.2.2. Гемоглобин [234, 235]

Гемоглобин — «дыхательный» белок крови. Он осуществляет транспорт
кислорода по кровеносной системе легких к другим органам и центрам по-
требления. Например, в мускульных тканях транспортируемый кислород
передается миоглобину, который осуществляет его накопление.

Гемоглобин по своему строению гомологичен миоглобину и практиче-
ски представляет собой тетрамер миоглобина — оба белка действуют взаи-
мосвязанно в биологических системах. Такая кооперация в действии, поми-
мо прочего, требует от гемоглобина высокого сродства к кислороду при
его высоком парциальном давлении и низкого сродства при недостатке кис-
лорода. Рис. 3-39 графически демонстрирует связывание кислорода гемо-
глобином и миоглобином. Форма кривой сигмоидная для гемоглобина и
гиперболическая с крутым подъемом для миоглобина.
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Рис. 3-39. Кривая связывания кислорода гемоглобином и миоглобином
при 37 "С и рН 7,4. 1 — гемоглобин человека, 2 — миоглобин чело-
века.

Вследствие этого миоглобин насыщается кислородом уже при низком
парциальном давлении, таким образом при сокращении мышц может быть
компенсирован недостаточный приток кислорода из кровеносной системы.

Молекула гемоглобина состоит из четырех попарно идентичных поли-
пептидных цепей, каждая из которых несет гем. Сворачивание полипептид-
ной цепи и фиксирование гема осуществляются по тем же принципам, что
и в миоглобинё. М 64 500, содержание железа 0,334%. В крови взрослого
человека содержится - 1 кг гемоглобина.

Полипептидные цепи гемоглобина называют а и /3, а двойное симмет-
ричное строение молекулы записывают как а2/32. Цепи а и /3 химически
сходны или, обобщая, гомологичны. В крови взрослых помимо основно-
го гемоглобина НЬА (96,5 — 98,5%) присутствует в незначительных кон-
центрациях гемоглобин НЬА, (а262). Кроме того, в процессе инди-
видуального развития (онтогенеза) человека образуются два других гемо-
глобина. Так, в первые недели после оплодотворения доказано образование
так называемого эмбрионального гемоглобина, или прегемоглобина (НЬР,

, а в крови плода обнаружен так называемый гемоглобин плода (HbF,
. Последний вследствие своего повышенного сродства к кислороду об-

легчает передачу кислорода из материнской крови к плоду. Нужно отме-
тить, что в зависимости от условий развития в молекуле гемоглобина по-
мимо постоянных а-цепей присутствуют две другие идентичные цепи.

В первичной структуре а-, /3- и 7-иепей находят многочисленные гомо-
логичны области. /3-, 7-. а также 6 -цепь построены каждая из 146 амино-
кислотных остатков; а-цепь на 5 остатков короче. Для анализа степени го-
мологичности различных полипептидных цепей необходимо рассматривать
более короткие последовательности. Различие между а- и /3-цепями гемо-
глобина незначительно, в то время как между этими цепями и цепью мио-
глобина оно намного существеннее (рис. 3-40).

Гемоглобины людей разной расовой принадлежности, а также гемогло-
бин шимпанзе одинаковы. Точечные мутации приводят иногда к аномали-
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Puc. 5-40. Сопоставление гомологичных участков первичнда структур
a-, 0-, и 7-цепей гемоглобина и миоглобина человека [236].
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ям, чаще всего паталогическим. Наиболее известен гемоглобин серповид-
ных эритроцитов, возникающий при замене глутаминовой кислоты в поло-
жении 6 на валин и вызывающий деформацию клеток и их агрегацию.

Структура оксигемоглобина лошади при грубом разрешении установлена Перут-
цем с сотр.' [237, 238]. Хотя при разрешении 0,55 нм (6 изоморфных производных,
1200 рефлексов) оказалась невозможной непосредственная локализация отдельных
аминокислотных остатков, было однозначно показано тетрамерное строение моле-
кулы и положение четырех гемов. На основании этих данных а- и 0- цепи обладают
почти идентичной третичной структурой, очень близкой структуре миоглобина.

В более уточненной модели (0,2 нм) Перутц описал положение всех ~ 10 000 атомов
с погрешностью ±0,1 нм. Из всех имеющихся структурных данных для оксигениро-
ванного и неоксигенированного гемоглобинов можно сделать вывод, что третичная
структура гемоглобина не имеет видоспецифичности.

Образование четвертичной структуры осуществляется прежде всего пу-
тем гидрофобных взаимодействий между отдельными полипептидными це-
пями. Возникают расширенные области контактов между а- и /3-цепями, ко-
торые вместе с этим являются предпосылкой для обратимого кооператив-
ного связывания гемоглобином четырех молекул кислорода. При присоеди-
нении кислорода к гему образуется оксигемоглобин, четвертичная структу-
ра которого лишь незначительно отличается от неоксигенированной фор-
мы. а-Гемы взаимно сближаются на 0,1 нм, а 0-гемы удаляются один от
другого на 0,63 нм.

А/с, 3-41. Модели четырех протомерных полипептидных цепей гемо-
глобина [237, 238].
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Рис. 3-42. Модель структуры оксигемоглобина лошади (разрешение
0,55 нм) [237, 238].

Структурные изменения одной субъединицы влияют на пространствен-
ное строение всей молекулы и тем самым на другие пространственно уда-
ленные гемы. Контактные области дают возможность оЗоим димерам
(a,/3j и аф2) в процессе связывания кислорода скользить один по другому.
Этот аллостерический эффект объясняет сигмоидную форму кривой оксиге-
нации [239, 240].

Большое сходство в третичной структуре с гемоглобином и миоглоби-
ном показывает выделенный из личинок одного из видов комара
Chryronomus эритрокруорин, пространственная структура которого уста-
новлена Хубером и др. [241]. Высокая способность этого гемопротеина свя-
зывать кислород позволяет личинкам комара находиться в водной среде,
бедной кислородом.

3.8.2.3. Металлопротеины

Ряд белков характерен своей способностью специфично связывать ионы ме-
талла. Ионы металла находят прежде всего в качестве функционирующей
составной части ферментов, например ион меди в группе оксидоредуктаз
(фенолоксидазы, цитохромоксидазы и др.) и ион марганца в аргиназе и
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фосфотрансферазах. Особый интерес вызывают содержащие ионы железа и
молибдена белковые компоненты нитрогеназы — мультиферментного
комплекса, имеющегося в микроорганизмах, способных связывать атмо-
сферный азот. В качестве примера цинксодержащего фермента можно на-
звать карбоангидразу.

Типичными накапливающими железо белками млекопитающих являют-
ся ферритин и гемозидерин, несущие четверть всего железа, содержащего-
ся в организме. Лишенный железа апоферритин имеет форму чашки и со-
стоит из 24- субъединиц (М 445 000). Железо в ферритине представлено в
форме железогидроксидоксидных мицелл, причем на молекулу может при-
ходиться до 4300 атомов Ре(П1). С помощью ферритина избыточное желе-
зо накапливается внутри клеток в различных органах (печень, костный
мозг, селезенка) и при появлении потребности мобилизуется действием
NADH-зависимой ферридуктазы.

Функционально очень близок к ферритину гемозидерин, образующийся,
в частности, при определенных заболеваниях и откладывающийся прежде
всего в печени и селезенке. Содержание железа в гемозидерине, например,
из селезенки лошади может составлять до 34%.

Важными металлотранспортными белками являются зидерофилины и
иерулоплазмин. В первом случае речь идет о безгемовых связывающих же-
лезо гликопротеинах (трансферрин плазмы, лактоферрин, кональбумин),
выполняющих преимущественно транспортные функции и действующих
бактериостатически. Трансферрин относится к /3-глобулинам плазмы крови
и ответствен за транспорт принятых с пищей ионов железа к органам, осу-
ществляющим его хранение. Окрашенный в голубой цвет церулоплазмин
осуществляет как транспорт, так и накопление ионов. Это состоящий из
четырех цепей а^32-гликопротеин, содержащий 8 ионов меди на молекулу.
Белок, существующий в плазме млекопитающих, имеет Л/ * 140 000 и со-
держание углеводов 16%.

3.8.3. Структурные белки

Структурные белки объединяют те фибриллярные белки, которые в живот-
ных организмах выполняют типичные опорную и каркасную функции. Они
имеют характерный аминокислотный состав, нерастворимы в воде и не
атакуются протеолитическими ферментами. Вследствие плохой усвояемо-
сти и низкого содержания важных аминокислот они не подходят в качестве
пищевых белков.

У структурных белков находят следующие типы конформаций полипеп-
тидных цепей: а-спираль, ^-структуру складчатого листа и суперспираль.
Важнейшие представители этих белков — кератины, белки шелка и колла-
гены. В ряде других структурных белков особые физические свойства до-
стигаются благодаря трехмерным сшивкам полипептидных цепей кова-
лентными мостиками. Резилин, белковый компонент хитиновых пласти-
нок, содержащийся, в частности, в местах причленения крыльев насекомых,
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придает, например, наружному скелету специфическую гибкость. Попереч-
ная сшивка цепей осуществляется через три остатка тирозина. Эластин,
структурный белок «эластичных» компонентов сухожилий, сосудов и др.,
характеризуется высоким содержанием гидрофобных аминокислот (сум-
марное содержание валина, лейцина и изолейцина равно 2770). В данном
случае прочность и эластичность вызваны сшивками через пиридинамино-
кислоту дезмозин.

Сшивка осуществляется после биосинтеза белка при участии боковой цепи
лизина. В кислом гидролизате эластина найдена другая «сшивающая»
аминокислота — изодезмозин, имеющий остаток R2 в положении 2 (а не в
4) пиридинового кольца.

3.8.3.1. Кератины

Кератин шерсти и волос имеет в качестве основного структурного элемен-
та а-спиральные полипептидные цепи, стабилизированные водородными
связями и межспиральными дисульфидными мостиками. Аминокислотный
состав этого а-кератина обнаруживает высокое (11%) содержание цистеи-
на и гидрофобных аминокислот.

Каждые три правовращающих а-спирали навиты одна на другую в
стержнеобразную структуру, получившую название протофибрилла и име-
ющую диаметр 2 нм. Из-за скручивания период идентичности сокращается
от 0,34 нм для нормальной а-спирали до 0,51 нм. С помощью электронной
микроскопии удалось показать, что каждые 9 протофибрилл накладывают-
ся кольцевыми витками на 2 других, образуя при этом структуру, похожую
на кабель, называемую микрофибриллой и имеющую диаметр 8 нм. Мно-
гие сотни микрофибрилл, уложенных для увеличения механической прочно-
сти в богатую цистеином белковую матрицу, снова образуют так называе-
мые макрофибриллы с диаметром 200 нм. Макрофибриллы лежат парал-
лельно оси волокна в отмерших клетках шерсти. Конечный диаметр всей
структуры достигает 20 000 нм.

Исключительными свойствами волокна шерсти являются растяжимость
и эластичность. При сильном растяжении а-спирали растягиваются с раз-
рывом водородных связей до длины, равной удвоенной первоначальной.
Эластичность основана на сшивке спиралей дисульфидными мостиками.

В противоположность волокнам шерсти волокна природного шелка рас-
тягиваются незначительно. Полипептидные цепи фиороина шелка содер-
жат в основном глицин, аланин и серив ( ~87%). Другие аминокислоты
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присутствуют в незначительных концентрациях, а цистеин и метионин от-
сутствуют полностью. Фиброин шелка — представитель /3-кератинов.

В антипараллельных, .прилегающих одна к другой полипептидных цепях
преобладает повторяющаяся последовательность -Gly-Ser-Gly-Ala-Gly-Ala-.
Цепи образуют антипараллельную ^-структуру, стабилизированную опти-
мальным образованием водородных связей между СО- и NH-группами. При
этом остатки глицина выступают с одной, а серина и аланина — с другой
стороны складчатого листа. Расстояния между отдельными листами рав-
ны примерно 0,35 и 0,57 нм.

Совместная укладка пар полипептидных цепей приводит к образованию
пространственно вытянутого белкового комплекса, укрепленного
серицином — вторым (однако водорастворимым) белком шелка. Характер-
ные свойства волокна шелка — незначительная растяжимость и высокая
эластичность объясняются прочными ковалентными связями вытянутых
полипептидных цепей и слабыми вандерваальсовыми взаимодействиями
между листами ^-структур.

3.8.3.2. Коллагены [243 — 247]

Коллагены — наиболее часто встречающиеся белки животных организмов
(составляют 25 — 30%). Они входят в состав сухожилий, кожи, хрящей,

-NH,

* -СООН I

Рис. 3-43. Структура коллагена (по Ричу и Крику).
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Рис. 3-44* Электронно-микроскопический снимок фибрилл коллагена
[248].

стенок сосудов и связывающих тканей. Содержание пролина и гидрокси-
пролина необычайно высоко и составляет 9 — 12%, но больше всего в кол-
лагенах глицина (35%) и аланина (11%), цистеин и метионин содержится
только в коллагенах беспозвоночных. Примечательно присутствие гидро-
ксилизина и 1 — 2% углеводов.

Основной структурный элемент коллагена — палочкообразные молеку-
лы тропоколлагена (М 300 000, длина 3000 нм и диаметр 1,5 нм). Тропо-
коллаген построен из трех полипептидных цепей примерно равной длины,
из4которых две обычно идентичны и называются а,-цепями. Коллаген хря-
щей содержит три идентичные а,-цепи, в то время как все цепи коллагена
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из кожи тунца различны. Установление аминокислотной последовательно-
сти показало, что а,-цепь состоит из 1012 аминокислотных остатков и име-
ет М * 1000 000. Цепи тропоколлагена находятся в форме левовращающей
вытянутой спирали, причем каждые три аминокислотных остатка образу-
ют один виток; период идентичности 0,86 нм. Структуру определяют по-
следовательности (Gly-X-Pro)n, (Gly-X-Hypro)n и (Gly-Pro-Hypro),,, которые
обусловливают скручивание трех отдельных цепей в правовращающую су-
перспираль. Спиральная структура в этом случае стабилизируется водород-
ными связями между пептидными группами отдельных цепей. Эти связи
могут относительно легко разрушаться, например, при нагревании водного
раствора. Из охлажденного раствора, застывающего подобно желатине,
можно выделить а,-цепи.

Тропоколлаген укладывается в фибриллы диаметром до 500 нм. В каж-
дой фибрилле отдельные молекулы уложены параллельно и смещены одна
относительно другой на 1/4 длины, при этом на поверхности фибриллы
образуется типичный поперечнополосатый рисунок. В зависимости от ти-
па коллагена расстояние между полосками равно от 60 до 70 нм.

Фибриллы можно сделать видимыми в электронном микроскопе после
окрашивания солями тяжелых металлов или наблюдать с помощью мало-
углового рентгеновского рассеяния. Реакцией с фосфорновольфрамовой
кислотой, солями уранила или хрома(Ш) полярные области соседних ос-
новных элементов коллагена сшиваются между собой на многих участках.

В процессе биосинтеза коллагена в фибробластах сначала образуется во-
дорастворимый протоколлаген, не содержащий гидроксипролина и гидрс-
ксилизина. Обе гидроксиаминокислоты образуются позднее при действии
на молекулу белка особой проколлагенгидроксилазы. После спонтанного
образования трехспиральной структуры в молекулу через ОН-группы гид-
роксилизина встраивается углеводный компонент (галактоза, глюкоза).
Окончательное формирование коллагеновой фибриллы происходит во вне-
клеточном пространстве после секреции предшественника.

3.8.4. Белки с защитными функциями

3.8.4.1. Иммуноглобулины

При проникновении посторонних белков или других антигенных компоне-
нтов, например макромолекулярных углеводов, в организме животных на-
чинает действовать защитный механизм антиген — антитело (иммунный
ответ). В процессе этой оборонительной реакции индуцируется биосинтез
особых белков, так называемых антител, которые посредством высоко-
специфичных рецепторов соединяются с антигенами с образованием нерас-
творимого комплекса антиген — антитело, делая проникший антиген безо-
пасным для организма [249 — 232].

Реакция антиген — антитело наиболее подробно изучена на иммуно-
глобулинах — антителах, образующихся в плазме крови. Эти «защитные
белки» находятся в 7-глобулиновой фракции плазмы. Речь идет о гли-
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Таблица 3-11. Классификация иммуноглобулинов человека (Ig) [253]
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Свойство

Коэффици-
ент седимента-
ции

Мол. масса
(L-цепь, всегда
23 000)

Тип Н-це-
пей и мол.
масса

Состав Цу^
(L = X илиХ)

Содержание
углеводов, Ч»

Доля отно-
сительно им-
муноглобули-
нов сыворот-
ки, %

Концентра-
ция в сыво-

IgG

6,5—7S

155 000

-yl—Y4
50000-
60000

2—3

70—75

1300
(800—1800)

ротке (мг/100 мл)

Валент-
ность при свя-
зывании

Полупериод
биологического
действия, сут

Связывание
комплимента

2

8(IgG 3)—21

Да

IgM

19S

940 000
Пентамер

V-
71000

10—12

7—10

140
(60-280)

5(10)

5,1

Да

сыворот-

ка

7S

170 000

Ч°2

210
(100—
450)
1

5.8

Нет

IgA

секрет

11S

380 000
Димер

а
64 000

(LJOJJJ

8—10

10—22

2

IgD

6,8—7.9S

185 000

8
60 000—
70 000
LA
12,7

0,03—1

3
(1-40)

?

2.8

Нет

IgE

8,2S

196 000

e
75 500

L/2

10—12

0,05

0,03
(0,01-
0,14)
2

2—3

Нет

копротеинах с различными молекулярными массами и различным содержа-
нием углеводов, которые можно в значительной степени разделить имму-
ноэлектрофорезом и разбить на пять основных групп.

Каждый иммуноглобулин построен из двух легких и двух тяжелых по-
липептидных цепей, которые в каждом случае соединены одна с другой
двумя дисульфидными связями.

IgG-глобулины (yls), называемые ранее легкими антителами, имеют М 155 000 и
коэффициент седиментации 7S. С помощью протеолнза шшаином и последующего
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Л-цепь

антигенсвязывающие
стороны

Л-цепь

Рис. 3-45. Структура иммуноглобулина IgG.

восстановления они могут быть расщеплены на две полипептидные Х-цепи с М
23 000 (ранее называемые L-цепями, от light — легкий) и две полипептидные 7-цепи
с М 50 000 -(- 60 000 (ранее называемые Н-цепями от heavy — тяжелый). Расщепле-
ние обратимо, так как после разделения Х- и у-цепей они могут вновь соединяться в
интактную иммунопогически активную молекулу у2^2- Специфичность молекулы до-
стигается характерной аминокислотной последовательностью в N-концевой области
полипептидной цепи до 107 остатка (вариабельная область). В С-концевой области
цепи находится в основном константный участок последовательности.

Известна первичная структура ряда иммуноглобулинов IgG- и IgM-типов, а так-
же белка Бенса — Джонса (иммуноглобулина L-типа), появляющегося в моче при
определенных заболеваниях (например, при миеломе). Этот белок, находящийся в
растворе в виде димера, содержит 214 аминокислот. В нем отсутствуют метионин и
спиральная структура. Некоторое представление о третичной структуре антитела
удалось дать Эдмунсону и Хилшману [254]; они сделали реитгеноструктурный ана-

202
константная часть вариабельная часть

Рис. 3-46. Схема конформашш белка Бенса — Джонса L-типа (разре-
шение 0,35 нм).
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лиз белка Бенса — Джонса с разрешением 0,35 нм (рис. 3-46). Можно видеть оба до-
мена с вариабельной областью (всего 111 аминокислотных остатков) и константной
областью (всего 105 аминокислотных остатков). Каждый из доменов содержит по
два слоя антипараллельных отрезков цепи, представляющих собой /3-структуры и
показанных на рисунке стрелками. Оба домена добавочно стабилизируются дисуль-
фидными связями (показаны черными) и связаны между собой через растянутую
структуру»

Полного понимания молекулярного механизма образования антител по-
ка не существует. По матричной теории Полинга каждая клетка, образую-
щая антитела, может синтезировать неограниченное число различных
структур, а по теории выбора клона, предложенной Бурнетом, генетиче-
ская информация о числе и структуре молекул антител содержится в ДНК.
Современные представления о. структурных основах образования и дейст-
вия антител изложены в работе [255].

3.8.4.2. Фибриноген — фибрин

Особенно важную защитную функцию выполняют белки в процессе свер-
тывания крови у позвоночных. На последней стадии этого сложного про-
цесса, включающего 12 факторов (из них 11 белковых) и начинающегося
при повреждении сосуда, растворимый белок плазмы фибриноген, синтези-
руемый в печени, переходит в фибрин, закрывающий рану.

Фибриноген содержится в человеческой плазме в концентрации 200 —
300 мг на 100 мл и составляет приблизительно 3 — 4% суммарного содер-
жания плазменных белков. В образовании молекулы, состоящей из двух
идентичных субъединиц, принимают участие три пары полипептидных це-
пей (а^3272)> лежащих параллельно одна другой и сшитых между собой в
N-концевой области многими дисульфидными связями. Отдельные цепи
имеют различный размер (для а-цепи М 67 000, для 0-цепи — 56 000 и у-
цепи — 47 000). Фибриноген имеет М 340 000 (по данным малоуглового ре-
нтгеновского рассеяния в растворе 335 000 ± 25 000). Предполагается, что
его пространственная структура имеет вид вытянутого цилиндра длиной
45 нм и диаметром 9 нм. Гидратация фибриногена (5 г воды на 1 г белка)
необычно высокая для белков.

Переход фибриногена в фибрин осуществляется под влиянием протеазы тромби-
на в присутствии ионов кальция по следующей схеме:

2 (сИЗ-7)2 + 2 А + 2В
фибриноген мономер фибринопептиды

фибрина

тромбин

фактор XIII
[(а-&-ч)г]п —— сеть фибрина

полимерный

фибрин
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Сначала от N-концов а- и 0-цепей отщепляются один за другим так называемые
фибринопептиды А и В, причем отщепление всегда протекает по связи Arg — Gly.

Фибринопептид А человека имеет последовательность Ala-Asp-Ser-Gly-Glu-Gly-
Asp-Phe-Leu-Ala-Glu-Gly-Gly-Gly-Val-Arg; дня фибринопептида В человека определе-
на последовательность Pyr-Glu-Gly-Val-Asn-Asp-Glu-Glu-Gly-Phe-Phe-Ser-Ala-Arg.
Физиологическая функция фибринопептидов, помимо прочего, заключается во вре-
менном связывании факторов свертывания крови на месте их действия.

Мономерный фибрин, образующийся при расщеплении, агрегируется в пучки во-
локон, переходящие затем в стабилизированные водородными связями фйбриновые
сгустки. Транспептидаза, образующаяся под действием фактора свертывания крови
XIII из четырехцепочечного а2-глобулина Л/350 000, осуществляет ковалентную
сшивку сгустков фибрина, замыкая изопептидные связи между -у-карбоксильными и
«-аминогруппами боковых цепей остатков глутаминовой кислоты и лизина. Образу-
ющийся полимер фабрина нерастворим в воде и 8 М растворе мочевины. Обратный
процесс растворения сгустков фибрина идет под действием плазмина (фибриноли-
зин) — трипсиноподобной протеазы, протеолитически расщепляющей фибрин до
растворимых продуктов. Сам плазмин образуется из неактивного предшественника
плазминогена при его специфической активации урокиназой почек (Л/ S3 000) или
стрептокиназой (Л/ 47 000) из ^-гемолитических стрептококков.

3.8.4.3. Пектины

Пектины (от лат. legere — выбирать) — гликопротеины, в отдельных слу-
чаях безуглеводные белки, прежде всего растительного происхождения, ха-
рактеризующиеся особыми способностями связывать углеводы и углевод-
содержащие поверхности клеток. Из-за их способности агглютинировать
эритроциты и другие клеточные структуры они также имеют название фи-
тогемоглютинины. Белковый компонент обычно состоит из нескольких
субъединиц. Характерным в аминокислотном составе является отсутствие
серусодержащих аминокислот и повышенное содержание серина и треони-
на. Через эти аминокислоты осуществляется связывание углеводного ком-
понента, среднее содержание которого составляет 5% и состав ограничива-
ется в основном моносахаридами галактозой, маннозой, фукозой и N-
ацетилглюкозамином.

Молекулярное взаимодействие между лектинами и посторонними угле-
водами сравнимо с реакцией антиген — антитело в человеческом и живот-
ных организмах. Однако специфичность лектинов шире, и, что является на-
иболее важным отличием, они содержатся в соответствующем растении
постоянно, т. е. их образование не индуцируется контактом с остатком са-
харида.

Биологические функции лектинов многообразны и еще не выяснены во
всех деталях. Их защитное действие у семян заключается в частичной за-
щите от поедания насекомыми. Лектины, связывающие N-ацетилглюкоза-
мин, препятствуют образованию хитина при синтезе клеточных стенок в
грибах и таким образом защищают растения от инфекции.

Как было показано на примере инфицирования листьев табака непато-
генным штаммом бактерии Pseudomonas solanacearum, лектины обусловли-
вают фиксацию бактерий на клеточных стенках инфицированных растений.
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Похожие бактерии агглютинируются пектином картофеля. Этот лектин с
М 92 000 состоит из двух субъединиц и проявляет специфичность к остат-
кам N-ацетилглюкозамина; имеет необычно высокое содержание углеводов
( ~ 50%) и содержит гидроксипролин

Многочисленные представители лектинов находятся в растениях из се-
мейства бобовых. Функция этих легуминозных лектинов состоит в узнава-
нии и фиксации симбиотических бактерий, связывающих азот воздуха. Из-
вестный конканавалин A (Con А) из бобов был получен в кристаллическом
состоянии уже в 1919 г. Он состоит из четырех субъединиц по 238 амино-
кислот каждая с суммарной М 110 000. Каждая субъединица содержит ион
кальция и ион магния. Ионы металлов необходимы как для осуществления
процесса связывания углеводов, так и для стабилизации пространственной
структуры белка. Вицилин из бобов Phaseolus aureus Roxb.— гликопротеин
с содержанием 0,2% глюкозамина и 1% маннозы. Каждая из четырех субъ-
единиц содержит боковую углеводную цепь из 13 углеводных остатков.

Большое значение для медицины имеет применение лектинов для опре-
деления группы крови. Метод основан на избирательном взаимодействии
лектинов с эритроцитами систем АВО и MN. Так, например, лектин из
Dolichos biiflorus специфически связывает N-ацетилгалактозамин рецепто-
ров, определяющих группу крови А,. Предпочтительная агглютинация ра-
ковых клеток по сравнению со здоровыми используется для определения
раковых трансформаций в клеточных культурах. Так, безуглеводный лек-
тин из земляных орехов (М120 000, 4 субъединицы) лучше связывается с
раковыми клетками молочной железы, чем с соответствующими нормаль-
ными клетками.

3.8.4.4. Белки, препятствующие замерзанию

Белки, защищающие от замерзания (гликопротеиновые антифризы), — об-
щее название для ряда родственных гликопротеинов, содержащихся в плаз-
ме крови антарктических рыб и вместе с солями, прежде всего хлоридом
натрия, снижающих точку замерзания плазмы. Присутствие этих белков
препятствует застыванию крови и сохраняет жизнедеятельность организма
до температуры —1,85° С.

При разделении гликопротеинов плазмы электрофорезом получают ак-
тивную фракцию этих белков, состоящую из 5 компонентов с
М 11 000 + 32 000. Все компоненты содержат только аланин и треонин,
структура углеводной части соответствует дисахариду о-галактозил-D-N-
ацетилгалактозамину.

Анализ аминокислотных последовательностей компонентов активной
фракции обнаружил наличие в полипептидных цепях повторяющегося
участка -Ala-Ala-Thr- с двумя дополнительными остатками аланина на С-
конце полипептидной цепи. Для этих белков предполагается гибкая вытя-
нутая структура, образующая в воде неидеальные и нерегулярные формы и
тем самым нарушающая нормальный рост кристаллов льда. Гидрофильная
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сторона молекулы гликопротеина образует специфические водородные свя-
зи, идущие прежде всего от гидроксильных групп углеводной части.

Помимо активного, защищающего от замораживания белка в плазме
содержатся три меньших, неактивных гликопротеина (М 2700 — 7800), у
которых в молекуле на каждые два остатка треонина приходится дополни-
тельно один остаток пролина. Их концентрация в крови рыб составляет
10 — 15 мг/мл при суммарном содержании гликопротеинов 25 мг/мл. Их
функция, по-видимому, состоит в стимуляции антифризной активности бес-
пролиновых белков плазмы.

3.8.4.5. Интерфероны

Интерфероны — это гликопротеины, состоящие из белкового компонента
( ~ 160 аминокислотных остатков) и специфического углеводного компоне-
нта. Они синтезируются в животных клетках после возбуждения экзоген-
ным стимулятором и отличаются антивирусным, клеточно- и иммунорегу-
ляторным действием, а также особыми антиопухолевыми свойствами. Оп-
тимальный эффект достигается в гомологичной или близкородственной си-
стеме, поэтому для человека наиболее действенны человеческие интерферо-
ны.

Особое значение имеет антивирусное действие интерферонов, на котором
основан главный защитный механизм у человека и животных, действую-
щий против многочисленных вирусных возбудителей. После проникновения
вируса в клетку активируется в нормальном состоянии неактивный ген ин-
терферона клетки. Следует перенос информации на мРНК и инициация ри-
босомного биосинтеза белка в цитоплазме. После завершения синтеза при-
соединяется углеводный компонент и полная молекула интерферона секре-
тируется клеткой. Взаимодействием со специфическим рецептором на по-
верхности клетки интерферон индуцирует образование внутриклеточных
ферментов, которые препятствуют копированию вирусной информации,
т. е. блокируя синтез вирусных белков, прерывают цепь инфекционного
процесса.

В противоположность антителам, нейтрализующим чуждую молекулу
путем прямого контакта и часто появляющимся во внеклеточном про-
странстве даже через годы, интерфероны действуют лишь несколько часов.
В какой степени кооперируют обе системы одна с другой, в настоящее вре-
мя еще трудно сказать.

К другим примерам действия интерферона относятся благоприятное
влияние на иммунную реакцию организма, например при инфекции и
трансплантации органов, активация специфических иммунных клеток, а
также подавление очень быстро делящихся клеток, например опухолевых.

Успех при применении интерферона в клинической практике был достиг-
нут при лечении вирусных заболеваний, например хронического гепатита.
Применение при терапии рака пока оценивается сдержанно. Успешным бы-
ло послеоперационное лечение пациентов с остеосаркомой.
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Для получения интерферона используются клеточные линии лейкоцитов, фибро-
бластов, побуждаемые к синтезу и выделению интерферона вирусной инфекцией или
такими индукторами, как поли(1:0. DEAE-декстран и cGMP-аскорбиновая кисло-
та. Так как в данном процессе выход нужного белка в высшей степени незначителен,
особое внимание уделяется генной технологии. Однако в этом случае может образо-
вываться лишь чисто белковый компонент интерферона.

В зависимости от происхождения интерфероны различаются по амино-
кислотной последовательности, содержанию сахара, молекулярной массе,
антигенной специфичности и фармакологическим свойствам.

Для интерферона из фибробластов человека (М 20 000) известна полная
аминокислотная последовательность белкового компонента. Установление
первичной структуры осуществлено бельгийскими [236] и японскими [2S7,
258] учеными, причем обе лаборатории исходили из выделенной из фибро-
бластов соответствующей мРНК. По нуклеотидной последовательности
была выведена соответствующая аминокислотная последовательность:

1 10
Mel-Ser-Tyr-Asn-Uu-Leu-Gly-Phe-Leu-Gln-Arg-Ser-Ser-Asn-Phe-

20 30
GIn-Cys-Gln-Lys-Leu-Leu-Trp-Gln-Leu-Asn-Gly-Arg-Uu-Glu-Tyr

40
Cys-Leu-Lys-Asp-Arg-Met-Asn-Phe-Asp-Ile-Pro-Glu-Glu-Ile-Lys-

50 60
Gln-Leu-Gln-Gln-Phe-Gln-Lys-Glu-Asp-Ala-Ala-Leu-Thr-Ile-Tyr-

70
Olu-Met-Leu-Gta-Asn-Ile-Phe-Ala-Ile-Phe-Aix-Glii-Asp-Ser-Ser-

80 90
Ser-Thr-Gly-Trp-Asn-Glu-Thr-Ile-Val-Glu-Asn-Leu-Leu-Ala-Asn-

100
Val-Tyr-His-Gln-Iks-Asn-His-Leu-Lys-Thr-Val-Uu-Glu-Glu-Lys-

110 120

Leu-Glu-Lys-Glu-Asp-Phe-Thr-Arg-Gly-Lys-Leu-Met-Ser-Ser-Leu-
130

His-Leu-Lys-Arg-Tyr-Tyr-Gly-Arg-lle-Uu-His-Tyr-Leu-Lys-Ala-
140 ISO

Lys-Glu-Tyr-Ser-His-Cys-AU-Trp-Thr-Ile-Val-Arg-Val-Glu-Ile-
160 166

Leu-Arg-Asn-Pbe-Tyr-Phe-lle-Asn-Arg-Leu-Thr-Gly-TyT-Leu-Afg-Asn

Бросается в глаза высокое содержание гидрофобных аминокислот лей-
цина, изолейцина, тирозина и наличие всего одного остатка пролина. Свя-
зывание углеводной части осуществляется, по всей вероятности, через N-
глихозидную связь с остатком аспарагина-80 либо через О-гликозидную
связь с остатками треонина или серина

Аминокислотной последовательности интерферона предшествует типич-
ная для секреторных белков сигнальная последовательность, селективно
отщепляемая во время или сразу после прохождения мембраны. Первичная
структура сигнального пептида следующая:

Met-Thr-Asn-Lys-Cys-Leu-Leu-Gln-Ile-Ala-Leu-Leu-Cys-Phe-

Ser-Thr-Thr-Ala-Leu-Ser
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1,3-Дициклогексил-2,4-бис-(циклогекси-

лимино)1,3-диазетидин 157
Ы,Ы-Диэтилтриптамин 72
Домены 364
ДОФА 20, 47
Дофамин 72

Желатина 424

Защитные группы 96, 100 и ел.
амидных функций 115 и ел.
аминных функций 101—115
временные 96
карбоксильных функций 115 и ел.
отщепление и стабильность

107—110, 223, 224
постоянные 96

Зизифин 319

Изоаспарагин 12
Изоборнилоксикарбонильная группа 109
Иэобутириламидометильная группа 135
1 -Изобутилоксикарбонил-2-изобутило-

кси-1,2-дигидрохинолин (ИИДХ) 143
Изодезмозин 19, 421
олло-Изолейцин 11, 27, 176
Изолейцин 14, 17
— микробиологический синтез 40
— эпимеризация 52
Изомеразы 401
Изомочевина 152
Изоникотинилоксикарбонильная группа

108
Изонитрозомалонодинитрил 156
Изопептидная связь 86
Изотахофорез 351
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Изотопного разбавления метод бб
Изотоцин,249, 250
5-(О-Изс(уреидо)-1_-норвалин 22
Изоэлектрическая точка 32, 351
Изоэлектрическое фокусирование 351
Изумил тест 176
а-(2-Иминогексагидро-4-пиримидил)гли-

цин 21
Иминодинитрилы 42
Иминокислоты 15
Иммунный ответ 424 и ел.
Иммуноглобулины 340, 364, 424 и ел.
Иммунозлектрофорез 352
Ингибиторы ферментов 399
Индуктор 397
Инициации факторы 394
Инсулин 87, 89, 100, 194, 205, 206, 214,

217, 218, 222, 234, 239, 260, 262 и ел.,
286,343

Интергерренин 319
Интергеррессин 319
Интерполяция 398
Интерфероны 340, 430 и ел.
2-Иодэтоксикарбонильная группа 108
Ионообменная хроматография 59 и ел.,

352

Кадаверин 72
Казеин 340
/З-Казоморфин 291
Каллидин 281
Калликреин 281
Канаванин 22
Капреомицин 302
Карбоаналоги 250
Кальцитонин 239, 273 и ел.
Карбоангидраза В 219
Карбодиимидный метод 138, 153 и ел.
N-Карбоксиангидриды 74, 141, 144, 145
а,7-Карбоксиглутаминовая кислота 23
Карбоксикомпонент 95, %
Карбоксипептидазы 169, 368, 372, 380,

410 и ел.
М,1М-Карбониддиимидазол 186
Карбэтоксигруппа 100, 102
Кардиотоксияы 315
Карнозин 100, 286
Кассинин 236, 282, 283
Катал 399
Каталаза 387
Катализаторы рутенийфосфиновые 47

Катепсин 211
Кемпа тест 142, 176
Кератины 378, 420 и ел.
Кииины плазмы 281
Киоторфин 286, 291
Клеверного листа структура 389 и ел.
Кобротоксин 194, 315
Коламин 72
Колистин 308
Коллагены 357, 422 и ел.
Комплекс фермент—продукт 398
— фермент—субстракт 398
Конденсации методы 137 и ел.
Конканавалин А 387, 429
Константа катализа 399
Конформационный анализ 30, 384, 385
Конформации стабилизация 381
Кормовые белки 19, 341
Кортикотропин 89, 93, 94, 156, 194, 215,

226, 227, 229, 230, 234, 237, 240 исл.,
245, 246, 260, 273, 286, 287

Кортиколиберин 253, 254
Коттона эффект 24, 29, 385
Креатин 71
Ксантопротеиновая реакция 355
Курциуса перегруппировка 140

/З-Лактоглобулин 357, 387
Лантионин 21, 297
Лаури метод 355
N-Лауроилглутаминовая кислота 71
Льюиса кислоты 158, 174
Лейкокинин 295
Лейцин 14, 17, 51
Лейцинаминопептидаза 177, 368, 373, 387
Лектины 428, 429
Летсзингера синтез 195, 212
Лиазы 400
Либерины 253
Лигазы 401
Лигандообменная хроматография 63
Лизин 15, 17, 18, 19, 86, 96, 103, 187, 210
— биосинтез 50
— кривые титрования 31
— микробиологический синтез 39, 40
— применение 38
— ферментативный синтез 41
Лизоцим 194, 219, 226, 344, 348, 351, 378,

380, 404 и ел.
— активный центр 405 и ел.
— комплекс с ингибитором 407



444 Предметный указатель

— механизм действия 408
— первичная структура 405
Липопротеины 34S
Липотропин 242, 245 и ел., 286, 291
Литорин 236
Люлиберин 156, 253, 254
Люотропин см. Пролактин
Лютеинизирующий гормон 254, 257, 280
Лютеотропный гормон см. Пролактин
Лютропин см. Лютеинизирующий гор-

мон
Люцифераза 387

Макропептиды 84
Макрофибриллы 421
Максимальной зашиты тактика 221, 222
Малатдегидрогеназа 387
Малоновый эфир в синтезе 45 и ел.
Малформин 313
Манниха конденсация 163
Масс-спектрометрический анализ амино-

кислот 64, 65
Мастопаран 315
Матричная РНК 392 и ел.
Мезитилен-2-сульфонильная группа 126
Мезотоцин 249, 250
Меланолиберин 246, 253, 254, 258
Меланостатин 246
Меланотропин см. Меланоцитстимули-

рующий гормон
Меланотропина рилизинг-гормон см.

Меланолиберин
Меланоцитстимулирующий гормон 89,

90, 220, 237, 2А2, 246 и ел., 258, 260,
286

Мелатонин 72
Меллитин 313,i314
Мембранные белки 344
Меррифилда синтез 98, 100, 120, 131, 179

и ел., 214, 215
Металлокомплексы 67, 35)
Металлопротеины 345, 419, 420
Метеорит мерчинсонский, присутствие

аминокислот 48
N-Метиламинокислот синтез 47, 70
1-Метил-2-бензоилвинильная группа 114
N-Метилвалин 11
Метиловые эфиры 104, 117, 118
Метилсульфонилэтоксикарбонильная

группа 108

4-Метилсульфонилфениловый эфир 124,
149

2-(Метилтио)-этоксикарбонильная груп-
па 115

Метилтиометильная группа 132
4-Метилтиофениловый эфир 124
а-Метил-2,4,5-триметилбензилоксикар-

бонильная группа 109
Метиониллизилбрадикинин 281
Метионин 10, 15, 17, 18, 19, 46, 104, 106,

188
— биосинтез 51
— зашита 136, 137
— применение 38
— спектры КД 25
— Штрекера синтез 43
Метод
— Аджиномото 43
— Акабори 368
— активированных эфиров 146—150, 173,

190, 210, 213, 221, 225
— ангидридов 132, 141 и ел.

симметричных 143, 144
смешанных 112, 123, 138, 141 и ел.,

178, 202, 225
— Бредфорда 356
— водородно-дейтериевого обмена 385,

386
— Вюнша—Ввйганда 155, 178
— Гейгера—Кенига 156, 178, 217, 269
— двухфазный 213
— дициклогексилкарбодиимидный

(ДЦГК) 113, 114, 130, 153 и ел., 178,
186, 189, 190, 225

— Дормана 190
— ДЦГК с добавками 138, 15э и ел.. 174
— Дюпона 43
— жидкофазный 195 и ел.
— изоксазолиевых солей 114, 152
— N-карбоксиангидридов 144 и ел., 196,

209
—квадрольный 371
— кристаллизации 195, W
— Камбера 134
— Лаури 355
— Митина 159
— Мукаямы 159, 178
— тионилхлоридный 117
— Уги 162, 163, 173
— фосфатный 208
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— фосфоразо 158
— Хиски 134, 205
— хлорангвдридный 99, 105, 115, 133,

208
4-Метоксибензиловый эфир 118
4-Метоксибенэилооксикарбонильная

группа 104
4-Метоксибенэилсульфонильная труппа

126
4-Метоксибенэильная группа 121, 122,

135
2-Метокси-4-иитрофениловый эфир 150
4-Метоксифенациловый эфир 118
Механизм индукции—репрессии фермен-

тов 397
Микамицин 302
Микросом белки 344
Микрофибриллы 421
Миллона реакция 355
Минимальной защиты тактика 221, 222
Минифаллотоксин 311
Миоглобин 218, 219, 357, 412 и ел.
— пространственная структура 413
— связывание кислорода 414, 415
— электронных плотностей распределе-

ние 414
Миозин 340
Михазлиса—Ментон уравнение 398, 399
Модель «site-by-site» 392
Молочная кислота 2S

молекулярное вращение различных
производных 28

Монамицин 308, 309
Мотилин 93, 274, 278
Мышечные белки 344

Нагароза 167
Налоксон 294
Натрия додецилсульфат 359, 362
Нейропептиды 89, 90, 233, 285 и ел.
Нейротенэин 255, 280, 286
Нейротоксины 315, 316
Нейротрансмиттеры 72, 89, 90, 233, 247,

260, 280, 286, 287, 294
Нейтральными солями осаждение 346
Нейрофизины 248, 286
Неокарциностатин 297
а-Неоэндорфин 293
Нервный ростовой фактор 387
Низин 297

Нингидршшая реакция 56, 190
З-Нитро-4-аминометилбензоиламидный

носитель 185
Нитроаргинин 104, 126
4-Нитробензиловые эфиры 118, 119, 193
Нитробензилоксикарбонильная группа

104, 127
4-Нитробензосульфгидроксамовая кисло-

та 156
6-Нитровератрилоксикарбонильная груп-

па 104, 107
Нитрогеназы 420
2-Нитро-4-сульфофениловый эфир 149
2-Нитрофениловые эфиры 149
4-Нитрофениловые эфиры 114, 127, 149,

151
2-Нитрофенилтиогруппа 110, 111, 120,

130, 131, 205
2-Нитрофеиоксиацетильная группа ПО
З-Нитрофталевой кислоты ангидрид 191
Норвалин 11
Норлейцин 11
Нуклеоамянокислоты 75
Нуклеопротеины 345

Овальбумин. 340
1,3-Оксазолидиндионы см. N-Карбокси

ангидриды
Оксигемоглобин 418
Оксидазы 400
— D-аминокислот 18
Оксидоредуктазы 400
Окситоцин 89, 94, 100, 194, 204, 216, 222,

226, 229, 247 и ел.
Олигомеризация цианидов 48
Оперон 397
Опиатные пептиды 90, 289 и ел.
Опиатные рецепторы 230, 289, 294
Определение аминокислот по Ван Спайку

68
Оптического вращения дисперсия 24, 25,

385
Орнитин 23, 85, 101

Пандамин 318
Папайя 167, 168, 365
Паратиреоидный гормон-89, 94, 194, 235,

271 и ел.
Пассерини реакция 163, 207
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Паули реакция 355
Пел лику лярная смола 181
Пельветин 232
Пенициллин 298
Пентагастрин 229, 276
Пентаметилбензиловый эфир 118
Пентафторфениловые эфиры 149, 152
Пентафторфенилизотиоцианат 370
Пентахлорфениловые эфиры 149, 152
Пепсин 54, 167, 169, 178, 211, 260, 357,

365
Пептидазы 400
Пептидилсвязывающее место 394 и ел.
Пептидилтрансфераза 166, 395
Пептидная связь 83, 84, 85
Пептиды 83 и ел.
— циклические 204 и ел.
— гетеромерные 87
— гомодетные 87
— циклические 83, 90, 201 и ел.
Пептидный пул 89
Пептидный синтез 92 и ел.

быстрый 214
в водной среде 196
жидкофазный 195 и ел.
на полимерном носителе 98, 178 и

ел.
с полимерными реагентами 199 и

ел.
стратегия 98, 211 и ел.
тактика 98, -220 и ел.
ферментативный 166 и ел.
чередующийся твердофазно-жидко-

фазный 197, 215
«in situ» 213

Пептидные алкалоиды 318 и ел.
Пептидные антибиотики 90, 206, 298
Пептидные гормоны 90, 232 и ел., 236
Пептидные инсектециды 316 и ел.
Пентидные лактоны 90, 206
Пептидные токсины 309 и ел.
Пептидный синтезатор 191, 192
Пептоиды 89
Пептолиды 89, 201, 207
Первичная структура 86, 358, 363 и ел.
Переаминирование 69
Пивалиновая кислота 142
Пипеколиновая кислота 22
Пиперидинкарбонильная группа 129
Пиперидиноксикарбонильная группа 109
/З-Пиразолилаланин 20, 21

Пиридилдифенилметильная группа 129,
135

Пиридил-4-метиловые эфиры 118
Пиридил-2-тиозфир 150
Пироглутамилпептиды 121, 231, 232
Пирролинон 29
Плазмин 428
Плазминоген 428
Пластеиновая реакция 166, 211
Полиакриламидный электрофорез 351,

361,362,388
Полиаминокислоты 209 и ел.
Полигексаметиленхарбодиимид 155
Полиглутаминовая кислота 210, 378
Полиизотиоцианат 372
Полилизин 209, 378
Полимерный носитель нерастворимый

179 и ел.
растворимый 195 и ел., 200

Полимиксины 21, 307, 308
Поли[1-оксибензотриазол]стирол 200
Полипептиды 84
Полистескинин 285, 314
Полиэтилениминовый носитель 1%
Поли(1-этоксикарбонил-2-этокси-1,2-ди-

гидрохинолин) 200
Пребиотические конденсирующие реаген-

ты 49
Пребиотический синтез аминокислот 48
Прегемоглобин 416
Препробелки 397
Препроинсулин 265
Препролактин 245
Препромеллитин 313
Препропаратиреоидный гормон 273
Пристинамицин I 302
Проинсулин 226, 263 и ел.
Проктолин 288
Пролактин 235, 245, 257, 260
Пролактина ингибирующий выделение

гормон 245, 253, 254, 258
Пролактолиберин 245, 253, 254, 25?
Проламины 344
Пролизин 167
Пролил-тРНК-синтетаза 22
Пролин И, 13, 15, 22, 154, 172, 217
— биосинтез 50
— прерывание спирали 379
Промеллитин 313, 314
Проопиомеланокортин 242, 246
Пропаноламин 72
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Протеиды 345
Протеиногенные аминокислоты 17
Протофибриллы 421
Псилоцин 72
Пул аминокислот 10
Пуромицян 398
Путресцин 72

Радиоиммунное определение 230, 236,
240

Рамачандрана диаграмма 377
Ранатензин 89, 236
Распределение по Крейгу 347
Растворителями осаждение 346, 347
Расщепление N-бромсукцинимидом 366
— бромцианом 90, 219, 261, 366
Рацемизация аминокислот 51
— в пептидном синтезе 169 и ел.
— методы определения 175 и ел., 216
Резилин 420
Релаксин 239
Ренатурация 358
Ренин 279
Репрессор 397
Рецепторные белки 340, 344
РИА см. Радиоиммунное определение
Рибонуклеаза 87, 100, 146, 193, 194, 204,

214, 218, 344, 357, 401 и ел.
Рибосомы 341, 393 и ел.
Рилизинг-факторы 230
Рифамицин 398
Роданшювый синтез 44
РНК-полимераэы подавление 398
тРНК-третичная структура 391
Руггли—Циглера принцип разбавления

201

Сакагучи реакция 355
Саркозин 21, 48, 84
Сведберга единица 360, 361
Секретин 89, 94, 213, 226, 270, 274, 277
Селенофениловый эфир 149
Семисинтез 169, 218 и ел.
Серии 10, 14, 17, 90, 104, 132, 133, 141,

187, 221

— биосинтез 50
— в фиброине шелка 421
— стерическая корреляция 27
— применение 38
— проекции Ньюмена 29
Серицин 422
Серотоиин 72

Серратомолид 208, 304
Сефадекс 349, 350, 352, 361
Сефароза 350
Сиалоген 279
Сигнальная гипотеза 265, 313, 396, 397
«Сигнальные» пептиды 265, 313, 3 %
Сиднонимины 68, 69
Сидноны 68, 69
Синтез через гидантоины 44
Синтетазы 401
Скотофобин 93, 288
Скутиамин 319
Сладкие пептиды 90, 276
Соматолиберин 244, 253, 254
Соматомедины 244
Соматостатин 194, 204, 253, 256 и ел.,

288
Соматостатин-28 259
Соматотропина рилизинг-гормон см.

Соматолиберин
Соматотропный гормон см. Гормон рос-

та
Спираль—клубок переход 381
Спиральные структуры 378 и ел., 383,

385
Спонтанная кристаллизация 52, 53
Споридезмолиды 304
Стабилизирующие спираль аминокисло-

ты 378
Статины 253
Стафилококковая яуклеаэа 194, 218, 219
Стафиломицин S 302
Стахндрин 70
N-Стеарилглутаминовая кислота 71
Стекло как носитель в аффинной хрома-

тография 354
Стоп-кодоны 392, 395
Стрептограмин В 301
Стрептокиназа 428
Стрептомицин 398
Структурные белки 344
Субтилизин 167, 365, 403
Субтилин 297
Суэукациллин А 305
S-Сульфогруппа 137
Суперспираль 424
Сферой 354

Табачной мозаики вирус 387
Таурин 233, 286
Тафцин295
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Тахикинины 282 и ел.
Тациназа N 167
Тентоксин 90
Терминаторные белки 395
Термическая конденсация 48, 49
Термолизин 167, 36S
Тетрагидропиранильная группа 132, 133
1,3-Тиазолидин-2,5-дион см. N-Тиокар-

боновой кислоты ангидрид
Тимозии аг 295, 296
Тимопоэтин II 295
Тиогидантоиновый синтез 44
Тиогидантоины 74
N-Тиокарбоновой кислоты ангидрид 146,

213, 221
Тиоредоксин 218
Тиофениловые эфиры 114, 147, 149
Тирамин 72 -
Тиреолиберин 229, 253, 254 и ел., 260, 288
Тиреотропин 257, 280
Тирозин 10, 13, 16, 17
— выделение 38
— биосинтез 50
— УФ-спектр 35
Тирозил-тРНК-синтетаза 389
Тирозина бензиловый эфир 133
— mpem-бутиловый эфир 133
Тироксин 20
Тироцидин 298, 307
Титрования кривые 31, 32, 356
Тозиламинокарбонильная группа 115
Тозильная группа см. 4-Толуолсульфо-

нильная группа
4-Толилметилсульфонильная группа НО
2-(4-Толилсульфонил)этоксикарбониль-

ная группа 108
2-(Толуол-4-сульфонил)этиловый эфир

118
4-Толуолсульфонильная группа 100, 103,

111 и ел., 126, 129
Тонкослойная хроматография 58 и ел.
Тонкослойный электрофорез 58
Трансаминирование см. Переаминирова-

ние
Транскрипция 393
Транслокация 395
Транспортная РНК 389 и ел.
Транспортные белки 344, 412 и ел.
Трансфераэы 400
Трансферрин 240

Треонин 11, 15, 17, 89, 96, 104, 111, 132,
133, 141, 187

— биосинтез 51
— масс-спектры 65
— применение 38
Третичная структура 363, 381 и ел.
2,4,6-Триметилбензиловый эфир 118
Триметилсилиловый эфир 119
Триметилсилильная группа 132
2,4,6-Тринитробензолсульфокислотой

окрашивание 57
Триостин А 301
Трипсин 168, 211, 219, 244, 365
Трипсина ингибитор 194, 214, 220
Триптамин 72
Триптофан 10, 11, 16, 17, 18, 19, 33, 104,
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